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1. Zusammenfassung 
 
Die Angioneogenese ist die Vorraussetzung für das progressive Wachstum solider Tumore 
mit einem Durchmesser größer 2mm. Die Erfassung der Blutgefäßdichte und die Modu-
lation der Angiogenese war und ist Ziel zahlreicher wissenschaftlicher Untersuchungen und 
hat bereits zu praxistauglichen Therapiestrategien geführt. Im Kontrast dazu wird die 
Lymphgefäßdichte als Indikator einer nodalen Metastasierung, aus Mangel an spezifischen 
Markern für das Lymphendothel, erst seit kurzer Zeit beleuchtet. Zwar konnte die Lymph-
angiogeneseforschung bereits Fortschritte verzeichnen, die prognostische Bedeutung der 
Lymphgefäße im Fall von Kopf-Hals-Tumoren ist jedoch nicht eindeutig geklärt.  
Die wenigen Arbeiten zur Lymphgefäßdichte weisen widersprüchliche Ergebnisse bezüg-
lich der Lymphangiogenese und ihrer Bedeutung für die nodale Metastasierung auf. 
Gegenstand dieser Arbeit ist die standardisierte Erfassung der lymphatischen Mikrogefäß-
dichte mit zwei aktuellen Antikörpern in pharyngealen Plattenepithelkarzinomen. Das Ver-
hältnis der quantitativ bewerteten Lymphgefäßdichte zur synchronen nodalen Metastasie-
rung und zur Blutgefäßdichte sowie zur pT-Kategorie, dem Grading, der Lymphgefäß-
invasion und der Lokalisation der Karzinome wird unter Verwendung des exakten 
Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests analysiert. Zusätzlich erfolgt der Vergleich mit nicht neo-
plastisch verändertem Stroma sowie die Durchführung einer logistischen Regressions-
analyse zur Bewertung der prognostischen Aussagekraft der Lymphgefäßdichte.  
Die Auswertung erfolgte an einem homogenen nach einheitlichen Untersuchungsstandards 
einer Klinik bewerteten Patientengut. Das untersuchte Gewebe umfasst 57 Plattenepithel-
karzinome mit den Lokalisationen Oro- und Hypopharynx sowie 7 Präparate nicht neo-
plastisch veränderten Stromas der Kopf-Hals-Region. Mittels zertifiziertem Autostainer 
(K5005, Dako, Dänemark) wurde die standardisierte Immunhistochemie in Form der 
LSAB-Methode durchgeführt. Die Bewertung der Blut- und Lymphgefäßdichte erfolgte 
analog den Vorgaben Noel Weidners.  
Mit Hilfe der immunhistochemischen Marker Lyve-1 und D2-40 gelang die Darstellung der 
Lymphgefäße und die Differenzierung zu den Blutgefäßen im histologischen Präparat. Die 
quantitative Analyse der Lymphgefäßdichte ließ erkennen, dass die lymphogenen hotspots 
vorzugsweise in der Invasionszone lokalisiert waren. Die peritumorale Lymphgefäßdichte 
zeigte sich im Vergleich von nicht metastasierten zu nodal metastasierten Karzinomen als 
signifikant erhöht. Die mittels Lyve-1 bewertete peritumorale Lymphgefäßdichte stellte   
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sich in der logistischen Regressionsanalyse, neben dem Grading, als bedeutsamster Ein-
flussfaktor hinsichtlich der synchronen nodalen Metastasierung heraus.  
Die Ergebnisse belegen, dass die Lymphgefäßdichte der Invasionszone ein Indikator der 
nodalen Metastasierung im pharyngealen Plattenepithelkarzinom ist. Im Vergleich der 
einzelnen pT-Kategorien zeigten Karzinome der pT1 und pT2 Kategorien eine gegenüber 
pT3 und pT4 Karzinomen signifikant erhöhte Lymphgefäßdichte, so dass geschlussfolgert 
werden kann, dass die Lymphangioneogenese ein frühzeitig stattfindender Prozess in der 
Progression pharyngealer Plattenepithelkarzinome ist. Im Zusammenhang mit dem Grading 
zeigte sich ein Anstieg der Lymphgefäßdichte mit zunehmender Entdifferenzie-rung. Ob 
die Sekretion lymphangiogener Wachstumsfaktoren mit steigendem histopatho-logischem 
Grading zunimmt ist bisher nicht geklärt.  
Blut- und Lymphgefäßdichte zeigten keine Korrelation zueinander, so dass nach der 
eigenen Studie angenommen werden muss, dass Angiogenese und Lymphangiogenese trotz 
verwandter Wachstumsfaktoren unabhängig regulierte Prozesse sind. Die Ergebnisse der 
Arbeit belegen, dass von der Blutgefäßdichte eines Tumors nicht auf die Lymphgefäßdichte 
rückgeschlossen werden kann, da Blut- und Lymphgefäßdichte zwei prognostische Para-
meter mit unterschiedlichem konzeptionellem Hintergrund sind. Zentral im Tumor gele-
gene Lymphgefäße konnten in der überwiegenden Zahl der Karzinome nachgewiesen 
werden, stellten sich aber vorwiegend als schmaler Endothelsaum dar.  
Beweise für die Funktionalität dieser Gefäße und der daraus resultierende Beitrag zur 
nodalen Metastasierung stehen bis heute aus. Da die Lymphangiogenese ihren Ursprung 
von vorbestehenden Lymphgefäßen nimmt und die peritumorale Lymphgefäßdichte die 
Zone der lymphogenen hotspots ist, kann angenommen werden, dass die Invasionszone Ort 
der Lymphangiogenese ist und eine wesentliche Funktion für die Bildung nodaler Metasta-
sen innehat. Die frühe und primär lymphogene Metastasierung pharyngealer Plattenepi-
thelkarzinome könnte ihren Ursprung in der erhöhten peritumoralen Lymphgefäßdichte 
haben, da die Chance der Tumorzellverbreitung über die Erweiterung des lymphatischen 
Fensters enorm gesteigert wird. Nach dem aktuellen Wissensstand kann davon ausge-
gangen werden, dass die erhöhte peritumorale Lymphgefäßdichte einer tumorinduzierten 
Lymphangioneogenese entstammt. Die peritumorale Lymphgefäßdichte stellt als Indikator 
der synchronen nodalen Metastasierung eine Erweiterung des Stagings hinsichtlich des 
Lymphknotenstatus für das pharyngeale Plattenepithelkarzinom dar.      
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2.  Einleitung 
 
2.1. Angiogenese – zentraler Forschungsgegenstand in der Onkologie 
 
Angiogenese ist die Neubildung von Blutgefäßen durch das Aussprossen von Endothel-
zellen aus vorbestehenden Gefäßen. Bereits 1939 beschreibt Ide das Wachstum tumoras-
soziierter Blutgefäße am Brown Pearce Tumor (Ide et al. 1939). Auch Algire beobachtet die 
Größenzunahme von Tumoren im Zusammenhang mit einer verstärkten Blutgefäßbildung 
(Algire et al. 1945). Die These über die Abhängigkeit des Wachstums solider Tumore von 
der Gefäßneubildung wird erstmals 1970 von Judah Folkmann formuliert und kann als 
Beginn der modernen Angiogeneseforschung angesehen werden (Folkmann 1971).  
In vitro Experimente, welche das exponentielle Wachstum solider Tumore in Abhängigkeit 
der Gefäßneubildung zeigen, lieferten erste Beweise (Folkmann 1990). Im Weiteren konnte 
das angiogeneseabhängige Wachstum in Tumortransplantationsexperimenten nachgewiesen 
werden (Gimbrone et al. 1974). In der avaskulären Phase besteht in soliden Tumoren auf 
Grund der mangelhaften nutritiven Versorgung ein Gleichgewicht aus Proliferation und 
Apoptose. Die Diffusion von Sauerstoff und Nährstoffen sowie der Abtransport von Stoff-
wechselendprodukten gelingen nur über eine definierte Strecke von 150-200µm (Fidler und 
Ellis 1994). Diese Kapazität ist ab einer Tumorgröße von 2 - 3mm im Durchmesser 
erschöpft. Das Ruhestadium besteht auf unbegrenzte Zeit bis über die Bildung neuer Blut-
gefäße ein Anschluss an die systemische Zirkulation erfolgt und eine adäquate Versorgung 
der Tumorzellen gewährleistet werden kann (Folkmann und Hochberg 1973).  
Die Induktion der Kapillaraussprossung, der angiogenic switch, markiert den Beginn der 
vaskulären Phase und des exponentiellen Tumorwachstums. Analog zu den Vorgängen im 
Primärtumor ist auch das Wachstum von Metastasen angiogeneseabhängig (Folkman 
1990). Die Größenzunahme des Primärtumors und dessen Metastasen sind bedeutsame 
prognostische Parameter maligner Tumore.  
Im Hinblick auf die Entwicklung neuer Therapiestrategien, welche aus einem tieferen 
Verständnis dieser Prozesse resultieren könnten, hat sich das angiogeneseabhängige 
Wachstum solider Tumore zu einem zentralen Forschungsthema in der Onkologie 
entwickelt.   
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2.1.1. Mechanismen und Regulatoren der Angiogenese  
 
Angioneogenese findet im adulten Organismus unter physiologischen und pathologischen   
Bedingungen im Rahmen des weiblichen Reproduktionszyklus und einer Vielzahl von Er-
krankungen, unter anderem während der Wundheilung statt. Die Zusammenhänge zwischen 
der Angiogenese und dem Wachstum sowie der Metastasierung solider Tumore werden im 
Folgenden dargestellt.  
Die Ausprägung des angiogenen Phänotypus, der angiogenic switch, kennzeichnet das 
Stadium in welchem Tumorzellen in der Lage sind angiogene Wachstumsfaktoren zu sezer-
nieren (Kumar et al. 1998). Für diese Entwicklung sind verschiedene Mechanismen verant-
wortlich, die zu einer Störung des physiologischen Gleichgewichtes von proangiogenen 
und antiangiogenen Faktoren führen. Zufällige genetische Veränderungen, wie die 
Aktivierung von Onkogenen und die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, stellen die 
Grundlage dar (Bouck 1990). Als weiterer Einflussfaktor gilt die Zytokinfreisetzung durch 
Zellen der inflammatorischen Begleitreaktion.  
Der in der Tumormasse entstehende Zellstress bestehend aus Hypoxie, Azidose, Hypo-
glykämie und mechanischem Druck führt ebenso zur Freisetzung proangiogener Faktoren 
(Eriksson und Alitalo 1999). Wird die Angiogenese induziert, erfolgt der Abbau der extra-
zellulären Matrix und der Basalmembran vorbestehender Blutgefäße durch proteolytische 
Enzyme wie zum Beispiel Matrixmetalloproteasen.  
Das Aussprossen und die Migration der Endothelzellen in den Perivasalraum entlang der 
extrazellulären Matrix kann so realisiert werden. Abschließend erfolgt die Reorganisation 
zu Kapillaren und die Bildung neuer Basalmembranen sowie der Anschluss an die system-
ische Zirkulation. Während die Entwicklung des embryonalen Gefäßsystems, die Vaskulo-
genese, als ein genau regulierter physiologischer Prozess in einem regelrecht geformten 
Gefäßnetz mündet, beschreibt die Angiogenese die Neubildung von Blutgefäßen, welche 
keinen festen Regeln folgt. Insbesondere das tumorassoziierte Gefäßnetz ist gekennzeichnet 
durch eine Reihe von Abweichungen, darunter abnorme arteriovenöse und arteriolymph-
atische Kurzschlüsse, dem Fehlen von Perizyten, lückenhaft ausgebildete Basalmembranen 
und fehlende Interzellularkontakte, welche eine erhöhte Gefäßpermeabilität zur Folge 
haben (Baluk et al. 2003). Als Ursache wird die 50-200fach erhöhte Proliferationsge-
schwindigkeit und damit verbundene unzureichende Ausreifung der Endothelzellen 
angesehen (Denekamp et al. 1984) 
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Eine Fülle proangiogener und antiangiogener Moleküle konnte bereits identifiziert werden, 
darunter TNFα (Tumornekrosefaktor α), Angiopoetin, Prostaglandin E1 und E2, FGF 
(Fibroblast growth factor) als Stimulatoren und Angiostatin, Interferon α und β, Heparin-
ase, Thrombospondin und Endostatin als Inhibitoren (Ferrara und Alitalo 1999). Die 
Familie der VEGFs und deren Rezeptoren stellen die bedeutsamsten und am besten unter-
suchten Wachstumsfaktoren der Angiogenese dar und sollen im Weiteren besprochen 
werden.   
 
2.1.1.1. Die Familie der VEGFs 
 
Die Familie der VEGFs (vascular endothelian growth factors) setzt sich, wie in Abbildung 
1 dargestellt, aus den bisher identifizierten Mitgliedern: VEGF oder VEGF-A, PlGF (Pla-
centa growth factor), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E zusammen (McColl et al. 
2004). Sie gelten als wichtigste Regulatoren von Vaskulogenese, Angiogenese und Lymph-
angiogenese. Die strukturelle Ähnlichkeit der Glykoproteine hinsichtlich ihrer Aminosäure-
sequenz, insbesondere der VHD (very homolog domain), welche die Rezeptorbindungs-
stelle beinhaltet, vereint die Mitglieder der VEGFs. Nach dem alternativen splicen können 
die Wachstumsfaktoren zusätzlich in verschiedene Isoformen unterteilt werden. Unter-
schiede zwischen den Mitgliedern und deren Isoformen zeigen sich hinsichtlich ihrer Ver-
teilung in den Geweben, den Rezeptorbindungseigenschaften und den erzielten Wirkungen.   
 
 
 
 
Abb. 1  Die Familie der VEGFs und deren Rezeptoren ( Ferrara und Alitalo 1999). 
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Die Signaltransduktion erfolgt über die Tyrosinkinaserezeptoren VEGFR-1, -2 und -3 
(Eriksson und Alitalo 1999). Zusätzlich existieren akzessorische Rezeptoren, welche durch 
die Bindung der VEGFs aktiviert werden können, darunter Neuropilinrezeptoren.  
 
2.1.1.2. VEGF und seine Rezeptoren VEGFR-1 und -2 
 
Ehrmann und Knoth wiesen in Experimenten mittels Milliporfiltern einen humoralen 
Faktor nach, welcher über Diffusion mitogen auf Endothelzellen wirkt (Ehrmann und 
Knoth 1968). Dieser Tumorangiogenesefaktor (TAF) konnte aus humanen Tumorzellen 
isoliert werden (Folkman et al. 1971). Erstmals als vascular permeability factor (VPF) von 
Senger und Mitarbeitern beschrieben wurde dieser Wachstumsfaktor später, auf Grund 
seiner selektiven proliferativen Wirkung auf Endothelzellen, als VEGF bezeichnet (Senger 
et al. 1983; Ferrara und Henzel 1989). Derzeit werden fünf Isoformen unterschieden.  
Die auf den Gefäßendothelzellen lokalisierten Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 ermög-
lichen die Signaltransduktion. VEGFR-2 wird vorwiegend auf den Endothelzellen der Blut-
gefäße exprimiert (Eriksson und Alitalo 1999). Experimente an knock out Mäusen weisen 
VEGFR-2 als essentiell für Vaskulogenese und Angiogenese aus (Shalaby et al. 1995). 
VEGFR-1 wird zusätzlich auf monozytären Zellen und hämatopoetischen Stammzellen 
exprimiert und ist auch in gelöster Form vorhanden. Es wird angenommen, dass der 
VEGFR-1 über die Bindung von VEGF-A eine regulierende Funktion auf dessen Wirkung 
während der Embryogenese hat (Shibuya 2006). VEGF-A wirkt nicht nur mitogen, sondern 
auch anti-apoptotisch und chemotaktisch auf Endothelzellen. Weiterhin werden eine 
erhöhte Gefäßpermeabilität, die Aktivierung von Proteasen und Kollagenasen, die Stimu-
lierung der Hämatopoese und der Monozytenmigration unter dem Einfluss von VEGF-A 
beobachtet (Carmeliet 2005). Während der Embryonalentwicklung führt die Deletion eines 
Allels von VEGF-A zur Letalität (Carmeliet et al. 1996). Die Expression von VEGF-A 
kann durch eine Vielzahl von Faktoren induziert werden. Hypoxie, als Konsequenz einer 
inadäquaten Perfusion und eines erhöhten Sauerstoffbedarfs, stellt über die Bildung des 
Transkriptionsfaktors HIF (hypoxia inducible factor), einen der potentesten Induktions-
mechanismen dar (Shweiki et al. 1992). Ebenso kann durch Azidose die Expression 
gesteigert werden (Fukumura et al. 2001). Die Sekretion von VEGF-A erfolgt durch 
Fibroblasten, Makrophagen, Keratinozyten und auch Tumorzellen (Fukumura et al. 2001).   
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2.1.2.  Angiogenese in soliden Tumoren        
  
Solide Tumore zeigen, ebenso wie deren Metastasen, ein angiogeneseabhängiges 
Wachstum (Folkman 1990). Der Zusammenhang zwischen der Blutgefäßdichte und der 
Prognose maligner Erkrankungen konnte zuerst für das maligne Melanom, das 
Prostatakarzinom sowie für das Mammakarzinom gesichert werden (Srivastava et al. 1988; 
Weidner 1995b). Noel Weidner stellt außerdem die Mikrogefäßdichte als unabhängigen 
Faktor für das Überleben der Patienten heraus (Weidner 1995a).  
Heute existiert eine kaum überschaubare Anzahl von Untersuchungen zur Blutgefäßdichte 
an fast allen Tumorentitäten. Für die Mehrzahl konnte ein signifikanter Zusammenhang 
zwischen einer erhöhten Mikrogefäßdichte und einer signifikant schlechteren Prognose, 
gemessen an der verminderten Überlebenszeit, festgestellt werden (Weidner 1995a). 
Entsprechend den Ergebnissen der Blutgefäßdichte, konnte eine erhöhte Expression der 
Wachstumsfaktoren der Angiogenese in Assoziation mit dem Wachstum und der Metasta-
sierung solider Tumoren nachgewiesen werden (Carmeliet 2005).   
 
2.1.3.  MVD – ein hoffnungsvoller histopathologischer Prognosefaktor 
 
Das, für die Objektivierung der Angioneogenese, am weitesten verbreitete Verfahren ist die 
mittels spezieller Immunhistochemie realisierte quantitative Messung der tumorassoziierten 
Mikrogefäßdichte. Ziel ist die Bestimmung des individuellen Gefäßstatus eines malignen 
Tumors (Folkman 1971). Zu den typischen Panendothelzellmarkern zählen CD 31, CD 34 
und FVIII/vWF (von Willebrand Faktor). Die Intensität der intratumoralen Blutgefäßdichte 
zu bewerten, ging von Brem und Mitarbeitern aus (Brem et al. 1972). Ihr MAG-System 
(microscopic angiogenesis grading system) beinhaltet die Auswertung der Gefäßproli-
feration sowie der Endothelzellhyperplasie und -zytologie.  
Noel Weidner prägte den Begriff der microvessel density (MVD) als histologisches 
Korrelat der tumorassoziierten Angiogenese (Weidner 1995b). Bewertet wird die Blutge-
fäßdichte in den gefäßreichsten Tumorarealen, den vaskulären hotspots, da diese das 
angiogene Potential des Tumors am besten widerspiegeln. Es werden Arteriolen, Kapillaren 
und Venulen ausgezählt, wobei die Miterfassung von Lymphgefäßen unter Verwendung 
von FVIII nicht ausgeschlossen werden kann. Die Gefäßdichte wird pro Fläche als 
arithmetisches Mittel verschiedener Gesichtsfelder oder als absolute Anzahl des   
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gefäßreichsten Gesichtsfeldes angegeben. Ein Maß für die nutritive Versorgung der Tumor-
zellen ist die PVC (perivaskular cuff).  
Diese perivaskuläre Manschette bezeichnet konzentrisch um ein Gefäß angeordnete Tumor-
zellen. Je größer die Entfernung der Tumorzellen von dem Blutgefäß, desto größer ist die 
Diffusionsstrecke und desto schlechter ist die Versorgung der Tumorzellen (Hlatky et al. 
2002). Diese Methode findet Anwendung in der experimentellen Effektivitätskontrolle nach 
antiangiogener Therapie. Die Kapazität eines Tumors die Bildung neuer Blutgefäße zu 
induzieren korreliert nicht immer mit seiner Malignität und auch der Zeitpunkt des 
angiogenen switch findet zu unterschiedlichen Zeitpunkten statt. Dies könnte das Erstellen 
eines angiogenen Profils jedes einzelnen Tumors erfordern (Folkman 1990).  
Ziel der Messung der Mikrogefäßdichte ist die Bestimmung des vaskulären Status eines 
Tumors. Auf Grund unterschiedlicher Untersuchungstechniken besteht aber eine erhebliche 
Schwankungsbreite zwischen den einzelnen Untersuchungsergebnissen, weshalb eine 
generelle Aussage zur Mikrogefäßdichte als Prognosefaktor unter Vorbehalt zu treffen ist.  
 
2.1.4. Anti-Angiogenese als zukunftsweisende Therapie solider Tumore 
  
Das Tumorwachstum über die Manipulation der Angiogenese zu verhindern, ist ein viel 
versprechender Therapieansatz. Folkmann definiert Anti-Angiogenese als Vorbeugung der 
Blutgefäßneubildung, wonach ein wachstumsunfähiger Residualtumor verbleibt (Folkman 
1972). Wie bereits erörtert ist die Angiogenese ein komplexer Prozess, welcher auf ver-
schiedenen Regulationsebenen potentielle Angriffspunkte bietet.  
Da VEGF-A eine zentrale Rolle einnimmt, stehen Antikörper gegen VEGF-A und dessen 
Rezeptoren VEGFR-1 und -2 im Mittelpunkt der Forschung. Die erste klinische Zulassung 
erhielt der Angiogeneseblocker Bevacizumab (Avastatin®) im Febuar 2004 für die 
Therapie des metastasierten Kolonkarzinoms. Über kompetitive Hemmung wird die Bin-
dung von VEGF-A an seine Rezeptoren verhindert. Die Wirksamkeit bisheriger Poly-
chemotherapien konnte durch den Zusatz des monoklonalen Antikörpers gesteigert werden. 
Es zeigte sich ein signifikanter Rückgang des Tumorwachstums, der Metastasierung sowie 
der Mikrogefäßdichte in 20 verschiedenen Tumorzelllinien (Gerber und Ferrara 2005). 
Weiterhin ist der Einsatz physiologischer Angiogeneseinhibitoren, darunter Thrombo-
spondin, Angiostatin und Endostatin sowie synthetisch hergestellter Pilz- oder Bakterien-
stoffe wie AGM-147 (Fumagillin) in klinischer Erprobung (Bicknell 2002). 
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Zunehmend wird die Anti-Angiogenese als metronomische Therapie eingesetzt, wodurch 
Langzeiteffekte gesichert werden sollen, da nach Absetzen der antiangiogenen Therapie ein 
erneutes Gefäßwachstum beobachtet wurde. Neu ist der Gedanke tumorassoziierte Blut-
gefäße selektiv auf Grund spezifischer Oberflächeneigenschaften mittels zytotoxischer 
Substanzen anzugreifen.  
Die antivaskuläre Therapie führt über die Zerstörung der Gefäße zur Tumorzellnekrose 
(Tozer 2003). Antikörper gegen die extrazelluläre Domäne von Fibronektin sind bereits in 
Erprobung (Nilsson et al. 2001). Trotz aller Bemühungen bleibt die Anti-Angiogenese in 
vivo hinter den Erwartungen der experimentellen Ergebnisse zurück. Grund dafür scheinen 
der komplexe Steuerungsmechanismus und die Fülle unterschiedlicher Wachstumsfaktoren 
zu sein, welche durch Überschneidungen ein sich gegenseitig ergänzendes System 
darstellen.  
  
2.2. Lymphgefäße in der aktuellen Gefäßforschung 
 
Das Lymphgefäßsystem durchzieht den Körper als dichtes Netzwerk. Die blind endenden 
Kapillaren verfügen über eine diskontinuierliche Basallamina und überlappende Interzel-
lularkontakte. Neben der Regulation der Flüssigkeitshomöostase ist das Lymphgefäßsystem 
mit den zwischengeschalteten Lymphknotenstationen für die Antigenpräsentation und 
Immunzellproliferation unentbehrlich. Daneben stellen die Lymphgefäße eine Hauptroute 
der Tumormetastasierung und Ort der Lymphangiosa carcinomatosa dar.  
Auf Grund der Fokussierung wissenschaftlicher Forschung auf das Blutgefäßsystem und 
aus Mangel an spezifischen Markern zur Darstellung der Lymphgefäße existieren bis heute 
nur unzureichende Informationen über die Entwicklung und das Wachstum der Lymph-
gefäße. Die hohe Frequenz mit welchen Tumoren in das Lymphgefäßsystem metastasieren 
macht deren Bedeutung für die Tumorprogression deutlich. Die Entdeckung spezifischer 
Lymphendothelzellmarker ermöglichte in den letzten Jahren erhebliche Fortschritte in der 
Erforschung des Lymphgefäßsystems und den Mechanismen der Lymphangiogenese.  
In Abbildung 2 ist die aktuelle Interpretation der lymphogenen Metastasierung dargestellt, 
wonach Tumor- und Stromazellen analog der Angioneogenese lymphangiogene Wachs-
tumsfaktoren sezernieren und die daraus resultierende Erweiterung des lymphatischen 
Fensters die Wahrscheinlichkeit des Eindringens für Tumorzellen in die Lymphgefäße 
steigert.      
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Abb. 2 Von den Tumorzellen sezernierte lymphangiogene Wachstumsfaktoren, darunter VEGF-C 
und -D, regen vorbestehende Lymphgefäße zur Proliferation an. Zusätzlich bewirkt VEGF-C eine 
Lumenerweiterung der peritumoralen Lymphgefäße (Achen et al. 2005).  
 
2.2.1. Die Wachstumsfaktoren der Lymphangiogenese   
 
VEGF-C ist der erste identifizierte Wachstumsfaktor, welcher spezifisch auf Lymphendo-
thelzellen wirkt (Joukov et al. 1996). Auf Grund der strukturellen Ähnlichkeit zu VEGF-A 
wurde VEGF-C in die Familie der VEGFs integriert. Als besonderes Merkmal gelten die C- 
und N-terminalen Erweiterungen. Die 58 kD schwere Vorstufe von VEGF-C wird schritt-
weise durch proteolytische Spaltung der C- und N-terminalen Enden in ihre reife funktio-
nale Form überführt. Die Serinprotease Plasmin gilt als potenter Aktivator (McColl et al. 
2003). Unprozessiert kann VEGF-C den VEGFR-3 binden. Die reife Form enthält Dimere 
der homologen Bindungsdomäne (VHD), durch welche die zusätzliche Bindung des 
VEGFR-2, dem wichtigsten Rezeptor der Angiogenese ermöglicht und die Affinität zu 
VEGFR-3 erhöht wird (Joukov et al. 1996).  
Experimentelle Demonstrationen belegen, dass VEGF-C proliferative, anti-apoptotische 
und migratorische Signale über VEGFR-3 auf Lymphendothelzellen überträgt (Makinen et 
al. 2001). Die Überexpression in der Epidermis transgener Mäuse führte zur Hyperplasie 
und Proliferation der Lymphendothelzellen (Jeltsch et al. 1997). In vitro wirkt VEGF-C in 
prozessierter Form zusätzlich mitogen, chemotaktisch und permeabilitätssteigernd auf 
Endothelzellen und Blutgefäße. Diese Effekte werden vermutlich über den VEGFR-2 
erzielt (Joukov et al. 1996).  
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VEGF-D entspricht in seiner Aminosäuresequenz zu 48% VEGF-C. Da nur VEGF-C      
und -D über C- und N-terminale Erweiterungen verfügen und als wichtigste Induktoren der 
Lymphangiogenese gelten, wird über die Zugehörigkeit zu einer Subfamilie diskutiert 
(Achen et al. 1998). VEGF-D wird ebenso initial als Preproprotein synthetisiert und in 
ähnlicher Weise wie VEGF-C prozessiert. Die reife Form bindet VEGFR-2 und VEGFR-3 
mit erhöhter Affinität (Achen et al. 1998). Angiogene und lymphangiogene Wirkungen 
konnten für VEGF-D nachgewiesen werden. Allerdings wurde in VEGF-D deletions-
mutanten Mäusen keine Störung der Lymphangiogenese beobachtet (Baldwin et al. 2005). 
Demnach kann der Funktionsverlust durch andere Wachstumsfaktoren kompensiert werden. 
VEGFR-3 wird im adulten Organismus auf Lymphendothelzellen exprimiert. Während der 
frühen Embryogenese ist der Rezeptor auf dem gesamten Endothel zu finden. Zu diesem 
Zeitpunkt vermittelt VEGFR-3 Signale für die Entwicklung des kardiovaskulären Systems. 
Ab dem 14.5 embryonalen Tag wird die Expression auf Lymphendothelzellen beschränkt.  
VEGFR-3 gilt als bedeutsamster Rezeptor in der Signaltransduktion der Lymphangio-
genese und ist für die Reifung und Proliferation von Lymphendothelzellen verantwortlich 
(Veikkola et al. 2001). Die räumlich assoziierte Expression der VEGFs und ihren Rezep-
toren lässt auf einen parakrinen Stimulationsmechanismus schließen.  
   
2.2.2. Die Entwicklung spezifischer molekularer Lymphgefäßmarker  
 
Die Differenzierung zwischen Lymphgefäßen und Blutgefäßen stellt sich insbesondere für 
Kapillaren problematisch dar. Lymphgefäße weisen eine Instabilität im Verlauf der Ge-
webeaufarbeitung auf, weshalb in histologischen Schnitten durch das kollabierte Lumen 
eine Identifikation erschwert wird. Methoden, wie die Tuscheinjektion in vitale Lymph-
gefäße oder die elektronenmikroskopische Untersuchung, stellen aufwendige und nur be-
grenzt einsetzbare Verfahren dar. Im Zeitalter der Immunhistochemie stehen durch moleku-
lare Marker neue und vielseitig einsetzbare Werkzeuge zur selektiven Darstellung von 
Gewebestrukturen zur Verfügung. Über die farbliche Kennzeichnung spezifischer Ober-
flächenmoleküle können die Gefäße im Gewebe sichtbar gemacht werden. Mit der 
Anfärbung einzelner Basallaminakomponenten, wie Laminin, Fibronektin und Typ IV 
Kollagen gelang die indirekte Differenzierung zwischen den beiden Gefäßtypen (Nerlich 
und Schleicher 1991). Durch die Entdeckung spezifischer Lymphendothelzellmarker 
konnte später der direkte Nachweis von Lymphgefäßen im Gewebe erfolgen.                  
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Auf Grund des gemeinsamen embryonalen Ursprungs von Blut- und Lymphgefäßen wird 
eine Vielzahl von Oberflächenmolekülen auf beiden Gefäßtypen exprimiert.  
Dies stellt, insbesondere unter pathologischen Bedingungen, eine besondere Problematik in 
der Etablierung selektiver Lymphendothelzellmarker dar. Im Laufe der Zeit werden stetig 
neue Moleküle identifiziert, die einer kritischen Prüfung bedürfen. Mit VEGFR-3 wurde 
1998 erstmals von einem selektiv auf Lymphendothelzellen exprimierten Oberflächen-
molekül berichtet (Jussila et al. 1998). Als Rezeptor für Wachstumsfaktoren kann VEGFR-
3 zur Erforschung der Lymphangiogenese und zur Gefäßdifferenzierung in vaskulären Tu-
moren eingesetzt werden (Partanen et al. 1999). Weiterführende Studien in inflammatorisch 
und neoplastisch veränderten Geweben enthüllten die Expression auf neu gebildeten 
Blutgefäßen, weshalb die Selektivität eingeschränkt ist (Witmer et al. 2001).  
Podoplanin ist ein 38 kD Membranprotein, welches erstmals 2001 auf glomerulären Podo-
zyten entdeckt und im Weiteren als lymphspezifisch beschrieben wurde (Breiteneder-Geleff 
et al. 1997). Es wird angenommen, dass die Expression auf Endothelzellen im Angio-
sarkoma deren lymphogenen Ursprung anzeigt. Die genaue Funktion ist jedoch unbekannt.  
Die Defizienz von Podoplanin mündet in einem kongenitalen Lymphödem (Schacht et al. 
2005). Podoplanin wird in der Differentialdiagnostik vaskulärer Tumoren und in der 
Bewertung der Lymphgefäßdichte eingesetzt (Ordonez 2006). Die in dieser Studie 
verwendeten neuen Lymphendothelzellmarker Lyve-1 und D2-40 werden im Weiteren 
einzeln besprochen.   
 
2.2.2.1. Lyve-1 
 
Der Lyve-1 Rezeptor (lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1) ist ein 322 
Aminosäuren langes integrales Typ I Membranprotein. Die 41%ige Homologie zu CD44 
führte zu seiner Entdeckung, als weiteres Mitglied der Link Superfamilie mit typischer 
extrazellulärer Hyaluronbindungsdomäne (Banerji et al. 1999). Lyve-1 wird fast ausschließ-
lich auf Lymphendothelzellen kleinerer Lymphgefäße und Lymphgefäßkapillaren expri-
miert. Die Bindung und Internalisierung von Hyaluron, welches zu 80% über die Lymphge-
fäße aus dem Gewebe abtransportiert wird, erfolgt über den Lyve-1 Rezeptor (Prevo et al. 
2001). Als Glycosaminoglycan ist Hyaluron ein wichtiger Bestandteil der extrazellulären 
Matrix mit vielseitigen Funktionen für die Interaktion von Zellen während Embryogenese 
und Wundheilung.    
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Seit kurzem wird angenommen, dass Lyve-1 für die rezeptorvermittelte Migration von 
Leukozyten durch das Lymphendothel verantwortlich ist (Jackson et al. 2001). Darüber 
hinaus konnte Lyve-1 auf sinusoidalen Endothelzellen von Leber und Milz sowie auf dem 
Tubulusepithel der Niere nachgewiesen werden (Banerji et al. 1999). Neueste Studien 
zeigen weiterhin eine Expression auf aktivierten Gewebemakrophagen in inflammatorisch 
und neoplastisch verändertem Gewebe (Schledzewski et al. 2006) sowie auf 
hochendothelialen Venulen der  Lymphknoten (Wrobel et al. 2005). Eine Kreuzreaktivität 
zu Blutgefäßen, Fibroblasten oder Epithelzellen im normalen und pathologisch veränderten 
Geweben konnte bislang nicht nachgewiesen werden (Akishima et al. 2004). Lyve-1 zeigt 
somit ideale Voraussetzungen zur Identifikation und Quantifizierung von Lymphgefäßen 
im histologischen Routinematerial. 
 
2.2.2.2. D2-40 
 
Im Jahr 2002 beschrieben Kahn und Mitarbeiter erstmals die selektive Lymphgefäßdar-
stellung mittels D2-40. Es handelt sich um einen Antikörper, welcher selektiv das 
onkofetale M2A, ein fixierungsresistentes Epitop eines Sialoglykoproteins, erkennt (Kahn 
et al. 2002). M2A wird auf Lymphendothelzellen von Lymphkapillaren, Kollektoren und 
Sammelrohren exprimiert. Neben der Markierung von Lymphgefäßen wird D2-40 in der 
Diagnostik testikulärer Stammzelltumoren eingesetzt (Marks et al. 1999).  
Weiterhin scheint D2-40 in der Differentialdiagnostik des Pleuramesothelioms nützlich zu 
sein (Ordonez 2005, Müller et al. 2006). Der Einsatz von D2-40 in der Bestimmung des 
Ursprungs vaskulärer Tumoren ist ebenso eine Anwendungsmöglichkeit (Kahn et al. 2002). 
Die von Kaiserling 2004 durchgeführte Studie zur Analyse D2-40 positiver Strukturen in 
normalen und pathologisch veränderten Geweben zeigte das weite Reaktionsspektrum von 
D2-40 auf. Insbesondere mesenchymale Zellen wie glatte Muskelzellen, Fibroblasten und 
Myofibroblasten reagieren positiv. Außerdem wird über eine schwache Reaktion des Zyto-
plasmas sowie der Zellkerne von Stroma- und Tumorzellen, unter anderem für das orale 
Plattenepithelkarzinom, berichtet. Blutgefäßendothelzellen hingegen wurden nicht markiert. 
In dem Wissen über die Kreuzreaktivität scheint D2-40 für die Anfärbung und Differen- 
zierung normaler, reaktiver und neoplastischer Lymphendothelzellen geeignet zu sein 
(Kaiserling 2004).   
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2.3. Mechanismen der Metastasierung solider Tumoren  
 
Das heutige Verständnis über die Verbreitung von Tumorzellen basiert auf der 1889 von 
Paget  postulierten „seed and soil“ Hypothese (Paget 1889). Diese besagt, dass eine Tumor-
zelle eine Affinität zu einem Zielgewebe besitzt und nur auf diesem Nährboden zum 
Wachstum befähigt ist. Die aktuelle Interpretation formuliert zwei Grundprinzipien als Vor-
aussetzungen der Metastasierung. Zum einen besteht der Tumor aus heterogenen Zellen 
(Fidler 2003). Diese Subpopulationen entstehen infolge des Selektionsdruckes durch 
genetische Mutationen (Nowell 1976). Dabei weisen die einzelnen Zellpopulationen 
unterschiedliche Eigenschaften hinsichtlich Morphologie, Wachstumsrate, Karyotyp, 
Chemosensitivität und der Fähigkeit zur Metastasierung auf (Fidler 2003). Zum Zweiten 
kommt der Interaktion von Tumorzellen mit der sie umgebenden extrazellulären Matrix, 
über die Schaffung eines optimalen Wachstumsmilieus, eine entscheidende Rolle zu (Fidler 
2003). Die Metastasierung ist ein komplexer Prozess basierend auf genetischen Veränder-
ungen und Zell-Matrix-Interaktionen. Im Lauf des invasiven Wachstums können sich 
einzelne Zellen durch den Verlust der Zell-Zell-Adhäsion aus dem Tumorverband lösen. 
Durch Sekretion proteolytischer Enzyme, wie Matrixmetalloproteasen werden Basal-
membran und extrazelluläre Matrix degradiert.  
Die Expression spezifischer Oberflächenmoleküle ermöglicht das Anheften an die extra-
zelluläre Matrix und die Migration sowie das Eindringen in die Gefäße. Im Gefäßsystem 
müssen die Zellen der körpereigenen Immunabwehr entgehen. Die Immunevasion kann 
über verschiedene Mechanismen, wie Fibrinummantelung und verminderte HLA (humanes 
Leukozytenantigen) Expression realisiert werden. Mittels spezifischer Adhäsionsmoleküle 
gelingt das Anheften und die Aktivierung des Zielendothels.  
Nach der Retraktion der Endothelzellen erfolgt die Migration in die subendotheliale 
Extrazellularmatrix und die Invasion in tiefer gelegenes Gewebe. Mikrometastasen, 
bestehend aus wenigen Zellen, proliferieren analog dem Primärtumor angiogeneseabhängig 
(Folkman 1990). Um einen Sekundärtumor zu etablieren müssen alle Schritte der 
Metastasierungskaskade überwunden werden. Die Realisierung gelingt nur 0,01% der 
zirkulierenden Tumorzellen (Hart und Fidler 1980). Zeitpunkt und Mechanismen der 
Metastasierung sowie deren Lokalisation zeigen eine große Variationsbreite. Hämatogene 
und lymphogene Metastasierung sind die primären Formen, wobei die Frage nach dem 
Zugang von Tumorzellen zu den Blut- und Lymphgefäßen bisher nicht aufgeklärt ist.   
Zielstellung                                                                                                                           15 
 
2.4. Zielstellung 
 
Gegenstand dieser Arbeit ist die gemeinsame standardisierte Erfassung der Lymph- und 
Blutgefäßdichte in formalinfixiertem paraffineingebettetem Gewebe pharyngealer Platten-
epithelkarzinome. Durch die Korrelation zu bekannten histopathologischen Prognose-
parametern, insbesondere zu der synchronen nodalen Metastasierung, soll die Bedeutung 
der Lymphgefäßdichte für dieses Karzinom bestimmt werden. 
 
Teilaspekte  
 
1. Immunhistochemische Darstellung von Lymphgefäßen in neoplastischem und nicht  
    neoplastisch verändertem Gewebe des Pharynx mittels Lyve-1 und D2-40. 
 
2. Immunhistochemische Darstellung von Blutgefäßen unter Verwendung des   
    Endothelzellmarkers FVIII als bekanntes prognoserelevantes Verfahren. 
 
3. Quantitative Bewertung der Blut- und Lymphgefäßdichte in Invasionszone und  
  zentralen Anteilen pharyngealer Plattenepithelkarzinome sowie in nicht neo- 
  plastisch verändertem Gewebe. 
 
4. Korrelation von Blut- und Lymphgefäßdichte zu bekannten histopathologischen  
    Prognoseparametern. 
 
5. Evaluierung der Blutgefäßdichte in Korrelation zur Lymphgefäßdichte. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1. Gewebematerial  
  
Untersucht wurde das Resektionsgewebe von 57 pharyngealen Plattenepithelkarzinomen.      
44 Präparate stammen aus dem Oropharynx und 13 aus dem Hypopharynx. 9 Patienten 
waren weiblichen und 48 männlichen Geschlechts. Zusätzlich erfolgte die Begutachtung 
von nicht neoplastisch verändertem Gewebe. Dieses stammt aus 2 Tonsillektomie-
präparaten und 5 tumorfreien Resektaträndern aus 3 pharyngealen Karzinomen und 2 
Laryngektomiepräparaten. Alle Präparate entstammen der Klinik für Hals-Nasen-Ohren-
heilkunde und dem Institut für Pathologie des HELIOS-Klinikums Erfurt aus dem Zeitraum 
von 2002 bis 2007. Die Bewertung der Histologie erfolgte nach einheitlichen Standards. 
Eine Übersicht bezüglich der Ausdehnung des Primärtumors (pT), der nodalen 
Metastasierung (pN) und des Gradings (G) im Patientenkollektiv geben Tabelle 1, 2 und 3. 
Eine Invasion der Lymphgefäße (L1) bestand in 11 Fällen und konnte in 18 Fällen (L0) 
ausgeschlossen werden. In 27 Fällen (Lx) erfolgte keine Bewertung der Lymphgefäß-
invasion. Die klinische Diagnose wurde durch eine konventionelle Histologie lichtmikros-
kopisch gesichert.  
 
 
Tab.1 T-Kategorie (pT) der untersuchten Plattenepithelkarzinome 
T-Stadium Tis     T1      T2      T3      T4a      T4b 
Patientenzahl 1     10      31      13        2        0 
  
Tab.2 Nodale Metastasierung (pN) der untersuchten Plattenepithelkarzinome 
N-Stadium N0     N1      N2     N2a      N2b      N2c N3   N+ 
Patientenzahl 22     12        2        0      16         3 1   34  
 
Tab.3 Grading (G) der untersuchten Plattenepithelkarzinome 
Grading   G1   G2   G3    G4 
Patientenzahl 
    4    33    18      1     
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3.2. Klassifikation pharyngealer Plattenepithelkarzinome 
 
Die Einteilung pharyngealer Plattenepithelkarzinome erfolgt anhand der Lokalisation sowie 
durch Typing, Grading und Staging. Diese Parameter stellen die Basis für die Einschätzung 
der Prognose und die Entscheidung über die Therapiestrategie dar.                                                       
 
3.2.1. Lokalisation  
  
Karzinome des Pharynx werden nach UICC (Union International contre le Cancer) in drei 
anatomische Bezirke unterteilt: Nasopharynx, Oropharynx und Hypopharynx.  
Zur genaueren Tumorlokalisation können weitere Unterbezirke zugeordnet werden, welche 
mit Hilfe des ICD-10 Codes verschlüsselt werden. Innerhalb des Oropharynx befinden sich 
die Karzinome im Bereich des hinteren Drittels des Zungengrundes, den Valleculae und 
den Tonsillen, der Fossa tonsillaris und den Gaumenbögen sowie in der Glossotonsillar-
furche. Weiterhin auf der oralen Oberfläche des weichen Gaumens, der Uvula und der 
Pharynxhinterwand in Höhe des Oropharynx. Zum Hypopharynx werden Karzinome des 
pharyngoösophagealen Überganges, des Sinus piriformis und der Pharynxhinterwand, in 
Höhe des Hypopharynx, gezählt (Wittekind et al. 2002).  
 
3.2.2. Typing  
 
Nach der Welt-Gesundheits-Organisation (Barnes et al. 2005, WHO 2005) werden pharyn-
geale Plattenepithelkarzinome auf Grund unterschiedlicher Wachstumseigenschaften in 
folgende morphologische Varianten unterteilen.   
 normales Plattenepithelkarzinom, darunter das Carcinoma in situ (Cis),  
      das mikroinvasive Plattenepithelkarzinom und das invasive Plattenepithelkarzinom 
 verukköses Plattenepithelkarzinom 
 basaloides Plattenepithelkarzinom  
 papilläres Plattenepithelkarzinom 
 akantholytisches Plattenepithelkarzinom 
 adenomatöses Plattenepithelkarzinom 
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3.2.3. Grading  
 
Das Grading ermöglicht anhand des histologischen Präparates eine Aussage zum Malig-
nitätsverhalten eines Tumors zu treffen. Die Methode wurde erstmals von Broders zur 
Bewertung des oralen Plattenepithelkarzinoms beschrieben (Broders 1920). Das Verhältnis 
differenzierter zu undifferenzierten Zellen stellt die Grundlage dieses Bewertungssystems 
dar. Während die Arbeitsgruppe von Broders die Histologie des gesamten Tumors be-
trachtete, konnten Bryne und Mitarbeiter zeigen, dass das Grading der Invasionszone oraler 
Plattenepithelkarzinome eine höhere prognostische Aussagekraft besitzt (Bryne et al. 1992).  
Bis heute existiert kein einheitliches Gradingsystem für Plattenepithelkarzinome der Kopf-
Hals-Region. Das hier verwendete Grading orientiert sich an den Vorgaben der UICC 
(Wittekind et al. 2002). Danach können Karzinome als gut differenziert (G1), mäßig 
differenziert (G2), schlecht differenziert (G3) sowie undifferenziert bzw. anaplastisch (G4) 
eingestuft werden. Wobei ein hoher Differenzierungsgrad (G1/2) als prognostisch günstig 
zu bewerten ist. Die Zuordnung erfolgt über die Bewertung fünf morphologischer Kriterien 
in den am wenigsten differenzierten Anteilen, dazu zählen: Grad der Keratinisierung, Kern-      
polymorphismus, Anzahl der Mitosen, Struktur der Invasionszone und Intensität der 
Entzündungsreaktion.  
   
 3.2.4. TNM-Klassifikation 
 
Die anatomische Ausdehnung der Tumorerkrankung wird anhand der Ausbreitungsklas-      
sifikation nach der UICC bestimmt (Wittekind et al. 2002). Dabei werden die lokale Aus-
dehnung des Primärtumors (T), der Befall regionaler Lymphknoten (N) und das 
Vorhandensein von Fernmetastasen (M) getrennt voneinander bestimmt und in der Tumor-
formel (TNM) zusammengefasst. Die Bewertung kann sowohl klinisch (c) durch manuelle 
Untersuchung, Endoskopie und bildgebende Verfahren, als auch histopathologisch (p), 
durch makroskopische und mikroskopische Gewebebegutachtung, erfolgen.  
Als zusätzlicher Parameter kann die Lymphgefäßinfiltration (L) bestimmt werden. Die 
aktuell gültigen UICC Kriterien für Karzinome des Oro- und Hypopharynx sind Tabelle 4 
zu entnehmen.   
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Tab. 4 TNM Klassifikation für Oropharynx- und Hypopharynxkarzinome (Wittekind et al. 2002)          
c/pT Ausdehnung des Primärtumors 
  Tx Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
  T0 Kein Tumor nachweisbar 
Tis Carcinoma in situ 
T1 Tumor ≤ 2cm in größter Ausdehnung oder auf Unterbezirke des Hypopharynx 
beschränkt  
 T2 Tumor 2 – 4cm in größter Ausdehnung oder mehr als ein Unterbezirk des 
Hypopharynx betroffen, ohne Fixation des Hemilarynx 
 T3 Tumor ≥ 4cm in größter Ausdehnung oder mit Fixation des Hemilarynx 
            
 T4a 
Infiltration der Nachbarstrukturen: Larynx, äußere Zungenmuskulatur, 
Lamina medialis des Procc. pterygoideus, harter Gaumen, Unterkiefer, Schild-/  
Ringknorpel, Zungenbein, Schilddrüse, Ösophagus, zentrale Halsweichteile  
           
 T4b 
Infiltration der Nachbarstrukturen: M. pterygoideus lateralis, Lamina lateralis des 
Procc. pterygoideus, Schädelbasis, A. carotis interna, prävertebrale Faszie, 
mediastinale Strukturen 
c/pN Regionäre Lymphknoten   
 Nx Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
 cN0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 
 pN0 Nach selektiver Neck-Dissektion und Histologie von ≥ 6 Lymphknoten bzw. 
radikaler oder modifizierter Neck-Dissektion und Histologie ≥ 10 Lymphknoten 
keine Infiltration nachweisbar 
N1 Metastase in solitärem ipsilateralen Lymphknoten ≤ 3cm in größter Ausdehnung 
N2 Lymphknotenmetastasen spezifiziert nach Na, Nb und Nc 
N2a Metastase in solitärem ipsilateralen Lymphknoten 3 – 6 cm in größter Ausdehnung 
 N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten ≤ 6cm in größter Ausdehnung 
 N2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten ≤ 6cm in größter 
Ausdehnung 
N3 Lymphknotenmetastase(n) ≥ 6cm in größter Ausdehnung 
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c/pM Fernmetastasen 
Mx Fernmetastasen können nicht beurteilt werden 
M0 Keine Fernmetastasen 
 M1 Fernmetastasen vorhanden 
 pL Lymphgefäßinvasion 
Lx Lymphgefäßinfiltration kann nicht beurteilt werden 
L0 Keine Lymphgefäßinfiltration 
L1 Lymphgefäßinfiltration 
  
 
3.3. Paraffineinbettung und konventionelle Histologie 
 
Unmittelbar nach der operativen Entfernung wurde das Tumorgewebe in einer 4%igen     
PBS-gepufferten (Phosphate buffered saline) Formaldehydlösung für 24 Stunden fixiert. 
Anschließend in 50°C heißem Paraffin (Pastillen, Vogel, Deutschland) mittels Einbett-
automaten (Tissue TEK® VIP, Sakura, Deutschland) eingebettet und über die 
Ausgießstation (Paraffin-Ausgieß-Station EG 1150 C+H, Leica, Deutschland) in Blöckchen 
gegossen.  
Von diesen Blöckchen angefertigte 4µm dicke Paraffinschnitte (Schlittenmikrotom, 
Microm, Deutschland) wurden für 25min bei 60°C im Trockenschrank (TDO66, medite, 
Deutschland) getrocknet. Im Färbeautomaten (Multifärbeautomat DRS 2000, Sakura, 
Deutschland) wurden die Schnitte dann wie folgt entparaffinisiert: Spülung mit Xylol für 2 
x 2:30min, mit 100%igem Alkohol für 2:30min und mit 96%igem Alkohol sowie 70%igem 
Alkohol für jeweils 1min. Zur Anfertigung der konventionellen Histologie erfolgte die 
Kernfärbung mit Hämalaun nach Meyer (6g Hämatoxylin, 0,4g  Natriumjodat, 100g 
Kalialaun, 100g Chloralhydrat, 2g  Zitronensäure auf 2000ml Aqua destillium). Daran 
schloss sich eine 3minütige Färbung in alkoholischer Eosin-Y-Lösung (10g Eosin, 8 
Tropfen konzentrierte Essigsäure, auf 100ml Aqua destillium) an.  
Abschließend wurden die Präparate über eine aufsteigende Alkoholreihe wieder in Xylol 
überführt und im Eindeckautomaten (SCA – 5600, Sakura, Deutschland) mit einem 
dreischichtigen Film überzogen. 
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3.4. Immunhistochemie 
 
Der selektive immunhistochemische Nachweis spezifisch im histologischen Schnitt 
gebundener Antikörper erfolgte mittels LSAB-Methode (Labelled-StreptAvidin-Biotin 
Methode). 
 
3.4.1. Vorbehandlung des Gewebes  
 
Zur Vorbehandlung wurden die 4µm dicken Gewebeschnitte wie folgt entparaffinisiert: in 
Xylol für 3 x 5min, in 100%igem Alkohol für 2 x 5min sowie in 90% und 70%igem 
Alkohol für jeweils 1 x 5min. Anschließend erfolgte eine Spülung mit destilliertem Wasser.  
Die Freilegung der Epitope im Gewebe erfolgte mittels hitzeinduzierter Epitop-
demaskierung. Dazu wurden die Gewebeschnitte im auf 94ºC aufgewärmten Dampfgarer 
(Multi Gourmet Dampfgarer, Braun, Deutschland) für 30min bei 99ºC gekocht und 
anschließend in einer für jeden Antikörper spezifischen Demaskierungslösung (Tab.5) für 
20min abgekühlt. Die Färbung mit F8/86 erforderte zusätzlich die enzymatische Andauung 
des Gewebes mit Proteinkinase K (Proteinkinase K, Dako, Dänemark).   
 
Tab. 5. Verdünnung und Einwirkzeit der Demaskierungslösungen für die verwendeten Antikörper.  
Antikörper
-Klon 
hitzeinduzierte Epitopdemaskierung 
Lyve-1 pH 6,1 in Target Retrieval Solution (S1699, 1:10, Dako, Dänemark) für 20min 
D2-40 pH 9    in Target Retrieval Solution (S2367, 1:10, Dako, Dänemark) für 20min 
F8/86 pH 6,1 in Target Retrieval Solution (S3020, 1:10, Dako, Dänemark) für 10min    
 
  
3.4.2. Primäre Antikörper 
 
Die Spezifität der verwendeten Antikörper ist aus dem Schrifttum bekannt. Das erkannte 
Gewebeantigen sowie der Antikörperklon, Verdünnung, Herkunft und Literaturquellen zu 
den einzelnen Antikörpern sind in Tabelle 6 zusammengefasst. 
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Tab. 6: Übersicht über das zu erkennende Antigen, Verdünnung, Bezugsquelle und Literatur der 
verwendeten Antikörpern Lyve-1, D2-40 und F8/86. 
Antigen  Antikörper-       
 Klon 
Verdünnung  Firma Referenz 
Lyve-1  LYVE-1 
 Polyklonales   
 Kaninchen IgG 
  1:40  DCS, Deutschland Banerji  et al. 1999 
Jackson et al. 2001 
MW40K  D2-40 
 Monoklonales   
 Maus IgG1 
  1:100 
 
 
SIGNET, USA Kahn  et al. 2002 
vWF 
 
 F8/86 
 Monoklonakes  
 Maus IgG1 
  1:200 
  
DakoCytomation, 
Dänemark A/S 
McComb et al. 1982 
 
  
3.4.3. Die LSAB-Methode  
 
Die LSAB-Methode beruht auf einem in drei Schritten realisierten indirekten Antigennach-
weis (Abb.3). Giorno zeigte, dass diese Methode die bisher höchste Sensitivität im Ver-
gleich zu analogen immunhistochemischen Verfahren wie beispielsweise der APAAP-
Methode (Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase-Methode) besitzt (Giorno 
et al. 1984). Die LSAB-Methode wurde mittels zertifiziertem Dako REAL Detektions 
System K5005 Autostainer durchgeführt.  
Im ersten Schritt wurde das Gewebe mit einem optional verdünnten unkonjugiertem 
Primärantikörper (Tab.6), (Antibody Diluent S2022, Dako, Dänemark) für 30-60min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte, über die Zugabe des Detektionskits 
(K5005, Dako, Dänemark), für 20min die Färbung der Schnitte.  
Der Detektionskit enthielt den mit Biotin markierten Sekundärantikörper (Biotinylated 
Secondary Antibodies, Dako, Dänemark). Dieser, auch als Brückenantikörper bezeichnet, 
ist gegen das Fab Fragmente des Primärantikörpers gerichtet und dient der Vernetzung des 
Primärantikörpers mit dem Enzymmarkierten Streptavidin. Im dritten Schritt erfolgte, 
ebenfalls für 20min, die Inkubation des mit Alkalischer Phosphathase konjugierten Strept-
avidin (Streptavidin Alkaline Phosphathase, Dako, Dänemark), welches mit hoher Affinität 
das kovalent vernetzte Vitamin Biotin des Sekundärantikörpers bindet.  
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Die 8minütige Applikation der Substrat-Chromogen-Lösung (Chromogen RED, Dako, 
Dänemark) führte dann zur Bildung eines Präzipitates am Ort des Antigen-Antikörper-
Komplexes. Um das Farbergebnis zu optimieren, wurde die Substrat-Chromogen-Lösung 
ein zweites Mal für 8min appliziert. Lichtmikroskopisch konnte das Zielantigen durch die 
entstandene kontrastreiche Rotfärbung identifiziert werden. Zwischen den einzelnen Inku-
bationen wurden die Schnitte gründlich mit Waschpuffer gespült (Autostainer Buffer 
S3006, 1:10 verdünnt, Dako, Dänemark). Abschließend erfolgte die Kernfärbung mit 
Hämatoxylin (S2020, Dako, Dänemark). Nach einer letzten Spülung mit Wasser wurden 
die Gewebeschnitte über eine aufsteigende Alkoholreihe in Xylol überführt und mittels 
Eindeckautomaten (Tissue-Tek-SCA, Vogel, Deutschland) mit einem Film überzogen.    
 
 
Abb. 3 zeigt die einzelnen Schritte des Antigennachweises mittels LSAB-Methode  
           (modifiziert nach Boenisch et al. 2003, DakoCytomation) 
  
3.4.4. Bewertung der Immunreaktion  
 
Die lichtmikroskopische Auswertung und photographische Dokumentation der immun-
histologischen Befunde erfolgten mittels Lichtmikroskop (BX50, OLYMPUS, Japan) und 
Kamera (U-ULH, Olympus, Japan). Orientierend an der Vorgehensweise der Bewertung 
der Mikrogefäßdichte von Noel Weidner (Weidner 1995a), wurden die gefärbten Schnitte 
bei 40 und 100facher Vergrößerung untersucht, um die Bereiche mit der höchsten   
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Gefäßdichte, die hotspots, zu identifizieren. Pro Präparat wurden jeweils 5 repräsentative 
Messfelder in der Invasionsfront sowie in den zentralen Anteilen des Tumors ausgewählt. 
Mit 200facher Vergrößerung erfolgte die quantitative Auswertung der mittels LSAB-
Methode markierten Blut- und Lymphgefäße. Die Gefäßdichte wurde als die mittlere 
Anzahl markierter Gefäße pro 200x Feld jeweils für Blut- und Lymphgefäße sowie 
Invasionsfront und zentrale Anteile für jeden Tumor einzeln angegeben. Die Auszählung 
fand ohne Kenntnis der jeweiligen Tumorstadien statt.   
 
3.5. Statistische Auswertung 
 
Zur Auswertung der Messergebnisse wurden das arithmetische Mittel sowie der Standard- 
fehler berechnet. Die statistische Analyse möglicher Zusammenhänge zwischen der 
quantitativ bewerteten Blut- und Lymphgefäßdichte und der Tumorausbreitungs-
klassifikation sowie dem Grading wurde mittels exakten Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests 
(U-Test) für ungepaarte Stichproben durchgeführt. Vorteil des exakten Wilcoxon-Mann-
Whitney-Tests ist seine Anwendbarkeit im Rahmen kleiner Stichprobenumfänge. Um eine 
Abhängigkeit auf dem Signifikanzniveau  α = 0,05 (einseitige und zweiseitige Frage-
stellung) zu prüfen, wurde der p-Wert berechnet. Das Ergebnis galt als signifikant, wenn p 
≤ 0,05. Die Bewertung der Zusammenhänge zwischen der Blutgefäßdichte und der 
Lymphgefäßdichte erfolgte durch eine Korrelationsanalyse zur Berechnung des 
Korrelationskoeffizienten nach Pearson. Weiterhin wurde eine binär logistische 
Regressionsanalyse, zur Auswertung der prognostischen Wertigkeit der einzelnen 
Parameter, durchgeführt. Alle Berechnungen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS 
14.0 für Windows (Microsoft, USA) und Microsoft Excel (Microsoft, USA) durchgeführt. 
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4.  Ergebnisse 
 
4.1. Qualitative und quantitative Auswertung der Lymphgefäßdichte    
 
Mit spezifischer Immunhistochemie markierte Lymphgefäße stellten sich durch eine 
kontrastreiche Rotfärbung der Lymphendothelzellen dar. Der Großteil der Lymphgefäße 
wies sichtbare Gefäßlumina, teils mit Lymphozyten gefüllt, auf (Abb.6, 7). Größere An-
sammlungen von Lymphgefäßen, die hotspots, fanden sich vorwiegend in der Invasions-
zone. 82 % der Karzinome wiesen in den zentralen Anteilen Lymphgefäße auf (Anzahl n = 
36 für Lyve-1; n = 42 für D2-40). Diese erschienen gehäuft mit kollabiertem Lumen, als 
schmaler Endothelsaum (Abb.8). Insbesondere Karzinome mit einem hohen Anteil an 
Bindegewebe wiesen intratumorale Lymphgefäße auf. Mittelwerte und Standardfehler (+/-
SE) der Lymphgefäßdichte (LVD; lymphatic vessel density), gesondert für Invasionszone 
(I) und zentrale Anteile (Z) und jeweils für die Antikörper Lyve-1 und D2-40 sind 
Abbildung 4 zu entnehmen. Die Lymphgefäßdichte der Invasionszone ist gegenüber den 
zentralen Anteilen annähernd um das Dreifache erhöht  (75 % für Lyve-1; 48 % für D2-40).   
 
Verteilungsparameter der quantitativ bewerteten 
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Abb.4 : Verteilungsparameter (Mittelwert +/-SE) der Lymphgefäßdichte (LVD), für die Lymph-
endothelzellmarker Lyve-1 und D2-40, in der Invasionszone (I) und den zentralen Anteilen (Z) der 
untersuchten Plattenepithelkarzinome sowie für nicht neoplastisch verändertes Stroma der Kopf-
Hals-Region. 
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Da Karzinome der pT1 Kategorie als mikroinvasiv definiert über keine zentralen Anteile 
verfügen, wurde in diesen Fällen (n = 10) ausschließlich die Invasionszone bewertet. Das 
Carcinoma in situ zeigte eine peritumorale Lymphgefäßdichte von 15,8 für Lyve-1 und 
21,2 für D2-40. Da es sich um einen exemplarischen Fall handelt, kann dieser nicht in die 
schließende Statistik einbezogen werden.  
 
4.1.1. Expressionsmuster der Lymphendothelzellmarker  
  
Die spezifischen Lymphendothelzellmarker Lyve-1 und D2-40 ermöglichen die selektive 
immunhistochemische Darstellung von Lymphgefäßen in formalinfixiertem paraffin-
eingebettetem Gewebe. Dies gelang, mit unterschiedlicher Intensität. Der Antikörper D2-40 
erfasste in den zentralen und peritumoralen Anteilen eine größere Anzahl von Lymphge-
fäßen als Lyve-1 (Abb.7).  In mehreren Fällen konnte in den mit D2-40 gefärbten Schnitten 
eine Anfärbung von Zellmembran und Zytoplasma von Stroma- und Tumorzellen beob-
achtet werden (Abb.9, 10). Blutgefäße zeigten in wenigen Fällen eine schwach positive 
Reaktion.  
  
   
Abb. 5                                                                                  Abb. 6 
  
Abb. 5-6: Ausschnitt aus der Invasionszone eines oropharyngealen Plattenepithelkarzinoms (Abb.5;  
H.E). Die Lymphgefäßdichte kann nicht sicher beurteilt werden. Abb.6: Immunhistochemische 
Erfassung der Lymphgefäßdichte mittels Lyve-1. Die Lumina und das einschichtige Endothel der 
Lymphgefäße sind durch die kontrastreiche Rotfärbung gut zu erkennen. Blutgefäßkapillaren sind 
negativ.   
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Abb. 7                                                                                 Abb. 8 
Abb. 7: Serienschnitt in Korrespondenz zu Abb.5-6, die Lymphendothelzellen sind mit dem 
Antikörper D2-40 markiert. Im Vergleich zu Abb. 6 zeigen sich analoge Lymphgefäßmarkierungen, 
so dass beide Antikörper zur Darstellung von Lymphgefäßen in pharyngealen Plattenepithel-
karzinomen geeignet sind. Abb. 8: zeigt ein, von den Karzinomzellen komprimiertes, 
intratumorales Lymphgefäß. 
 
       
Abb. 9                                                                                Abb. 10 
Abb. 9, 10: Markierung von Lymphgefäßen in pharyngealen Plattenepithelkarzinomen mittels  
D2-40. Sowohl Zellmembran, als auch Zytoplasma von Stroma- und Karzinomzellen zeigten in 
unterschiedlicher Intensität eine unerwünschte Kreuzreaktivität. 
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4.1.2. Vergleich der Lymphgefäßdichte von nicht neoplastisch verändertem Stroma  
           mit pharyngealen Plattenepithelkarzinomen 
   
Die Bewertung des Stromas erfolgte subepithelial in den Regionen der höchsten Lymphge-
fäßdichte. In dem nicht neoplastisch veränderten Gewebe des Pharynx stellte sich die 
Lymphgefäßdichte wie in Abb. 4 ersichtlich dar. Im Vergleich zu der Lymphgefäßdichte 
nicht metastasierter Karzinome konnte eine gering erhöhte Lymphgefäßdichte für Lyve-1 
und kein Unterschied der Lymphgefäßdichte für D2-40 festgestellt werden. Im Gegensatz 
dazu zeigte der Vergleich der Lymphgefäßdichte des Stromas zu metastasierten Karzi-
nomen für beide Marker eine deutlich erhöhte Lymphgefäßdichte in nodal metastasierten 
Karzinomen. Diese Unterschiede konnten nicht als signifikant bewertet werden (pN0 8,4 
vs. Stroma 9,91 vs. pN+ 12,8 für Lyve-1; pN0 11,8 vs. Stroma 11,8 vs. pN+ 15,4 für D2-
40; Abb.12). Sowohl in metastasierten als auch in nicht metastasierten Karzinomen stellte 
sich die intratumorale Lymphgefäßdichte geringer dar als für das nicht neoplastische 
Stroma. Der Vergleich der Lymphgefäßdichte in Abhängigkeit der pT-Kategorie (Abb.13) 
zeigt einen Anstieg für das Cis sowie die pT2 und pT3 Kategorie gegenüber dem Stroma. 
 
4.1.3. Vergleich der Lymphgefäßdichte zur nodalen Metastasierung   
 
Die peritumorale Lymphgefäßdichte metastasierter Karzinome aller pT-Kategorien stellte 
sich im Durchschnitt höher dar als für nicht metastasierte Karzinome (Abb.11). Dieser 
Unterschied konnte für beide Marker als signifikant bestätigt werden (p=0,04 Lyve-1, p= 
0,034 D2-40). Zur exakteren Auswertung erfolgte eine weitere Signifikanzprüfung inner-
halb der einzelnen pT-Kategorien für pT2 und pT3 Karzinome. Auch hier konnte ein signi-
fikanter Unterschied (pT2 p=0,012; pT3 p=0,023 Lyve-1; pT3 p=0,023 D2-40) zwischen 
metastasierten und nicht metastasierten Karzinomen nachgewiesen werden. In den zent-
ralen Anteilen wies die mittels Lyve-1 bewertete Lymphgefäßdichte analog der Invasions-
zone einen Anstieg von im Mittel 1,8 auf  3,5 in der Gruppe der metastasierten Karzinome 
auf. Dieser Unterschied konnte nicht als signifikant gesichert werden. D2-40 markierte 
Lymphgefäße zeigten zentral einen geringen Abfall von 6,1 in nicht metastasierten auf 5,7 
in metastasierten Karzinomen. Pharyngeale Plattenepithelkarzinome mit nodaler Metasta-
sierung zeigen somit eine signifikant erhöhte Lymphgefäßdichte der Invasionszone gegen-
über nicht metastasierten Karzinomen.     
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Peritumorale Lymphgefäßdichte im Verhältnis zur nodalen 
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Abbildung 11 :  Verteilungsmuster (Mittelwert +/-SE) der quantitativ bewerteten Lymphgefäß-
dichte von nicht neoplastischem Stroma und Karzinomen mit (pN+) und ohne (pNo) nodaler 
Metastasierung. Der Unterschied der Lymphgefäßdichte zwischen den Karzinomen mit und ohne 
nodaler Metastasierung konnte als signifikant * (p=0,04 Lyve-1, p=0,034 D2-40) gesichert werden. 
  
4.1.4 Vergleich der Lymphgefäßdichte zur T-Kategorie  
 
Die peritumorale Lymphgefäßdichte zeigte einen Abfall von Karzinomen der pT1/2 
Kategorien zu Karzinomen der pT3/4 Kategorien (Abb.12). Dieser Unterschied stellte sich 
für beide Lymphendothelzellmarker als signifikant dar (p= 0,012 Lyve-1, p= 0,004 D2-40). 
Das mikroinvasive Karzinom (pT1) zeigte die höchste Lymphgefäßdichte (x = 12,8 Lyve-1, 
x = 17,6 D2-40), wohingegen das invasive Karzinom der pT3 Kategorie die niedrigste 
Lymphgefäßdichte (x = 7,4 Lyve-1, x = 9,0 D2-40) aufwies.  
Der Unterschied zwischen dem mikroinvasiven Karzinom (pT1) und den invasiven Karzi-
nomen (pT 2-4) konnte für die mittels D2-40 bestimmte Lymphgefäßdichte als signifikant 
gesichert werden (p = 0,020). Karzinome niedriger pT-Kategorie (pT1/2) zeigten auch in 
den zentralen Anteilen eine höhere Lymphgefäßdichte, als Karzinome hoher Ausdehnung 
(pT3/4). Da  p ≥ 0,05  ist dieser Unterschied für beide Lymphgefäßmarker in den zentralen 
Anteilen nicht signifikant (Ergebnisse im Einzelnen nicht dargestellt). Pharyngeale Platten-
epithelkarzinome weisen folglich bereits in frühen Tumorstadien eine erhöhte Lymphgefäß-
dichte auf. 
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Peritumorale Lymphgefäßdichte in Abhängigkeit der pT-Kategorie
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Abb. 12: Darstellung der peritumoralen Lymphgefäßdichte (Mittelwert +/-SE) für die Marker 
Lyve-1 und D2-40, von nicht neoplastisch verändertem Stroma der Kopf-Hals-Region und 
pharyngealen Plattenepithelkarzinomen aufsteigender pT-Kategorie. 
 
4.1.5. Vergleich der Lymphgefäßdichte zum Grading 
 
Die Lymphgefäßdichte der Invasionszone stellte sich in gut bis mäßig differenzierten 
Karzinomen G1/2 geringer dar als in schlecht und undifferenzierten Karzinomen G3/4 
(Abb.13). Dieser Zusammenhang konnte mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests für Lyve-
1 als signifikant (p = 0,014) bestätigt werden. Die Betrachtung der histopathologischen 
Grade im Einzelnen zeigte eine inhomogene Verteilung der Lymphgefäßdichte in Abhäng-
igkeit des verwendeten Markers. Mit D2-40 markierte gut differenzierte Karzinome (G1) 
wiesen mit im Mittel 17,6 Lymphgefäßen die höchste, wohingegen für Lyve-1 mit im 
Mittel 8,6 Lymphgefäßen die niedrigste Lymphgefäßdichte gezählt wurde. In Bezug auf 
den Zusammenhang der zentralen Lymphgefäßdichte mit dem Grading konnten keine 
Signifikanzen zwischen der Gruppe mit niedrigem G1/2 und der Gruppe mit hohem histo-
pathologischen Grad G3/4 gesichert werden. Auch hier wiesen gut differenzierte Karzi-
nome für D2-40 die höchste Lymphgefäßdichte auf. Während die Lymphgefäßdichte für 
Lyve-1 einen Anstieg in schlecht bis undifferenzierten Karzinomen G3/4 zeigte, wies die 
Lymphgefäßdichte für D2-40 einen geringen Abfall auf. Somit nahm die peritumorale 
Lymphgefäßdichte der pharyngealen Plattenepithelkarzinome mit zunehmendem Grading 
ab.   
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Peritumorale Lymphgefäßdichte zum Grading
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Abb. 13: Lymphgefäßdichte (Mittelwert +/-SE) in Abhängigkeit des Gradings.  
  
4.1.6. Vergleich der Lymphgefäßdichte von Karzinomen unterschiedlicher 
Lokalisation  
 
Von den 56 untersuchten pharyngealen Plattenepithelkarzinomen stammen 43 aus dem 
Oropharynx und 13 aus dem Hypopharynx. Der Vergleich der Lymphgefäßdichte unter-
schiedlicher Lokalisationen erfolgte in Abhängigkeit der pT-Kategorie für pT2 Karzinome.     
Im Hypopharynx stellte sich die Lymphgefäßdichte in Invasionszone und zentralen 
Anteilen geringfügig höher dar, als im Oropharynx. Dieser Unterschied konnte nicht als 
signifikant gesichert werden.  
  
4.1.7. Vergleich der Lymphgefäßdichte zur Lymphgefäßinvasion   
 
Eine Aussage zum Status der Lymphgefäßinvasion war in 29 (51,8 %) von 56 Fällen 
möglich. Davon konnte in 11 Fällen eine Lymphgefäßinvasion nachgewiesen und in 18 
Fällen ausgeschlossen werden. Die Lymphgefäßdichte der mit Lyve-1 und D2-40 
markierten Gefäße in der Invasionszone und in den zentralen Anteilen zeigten keinen 
signifikanten Unterschied zwischen Karzinomen mit und ohne Lymphgefäßinvasion 
(Ergebnisse im Einzelnen nicht dargestellt).   
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4.2. Qualitative und quantitative Bewertung der Blutgefäßdichte mittels FVIII    
 
Die mit FVIII markierten Endothelzellen stellten sich im histologischen Schnitt durch eine 
intensive Rotfärbung dar (Abb.15, 16). Es handelte sich vorwiegend um kleine Blutgefäß-
kapillaren, weshalb von Mikrogefäßdichte gesprochen wird. In der überwiegenden Anzahl 
wurden Erythrozyten im Lumen identifiziert. Im Gegensatz zu den Lymphgefäßen zeigten 
die Blutgefäße ein rundes, mit Erythrozyten gefülltes Lumen und sichtbar stärkere 
Wandschichtung. Auch intratumoral konnten Blutgefäßkapillaren mit offenem Lumen 
identifiziert werden (Abb.15, 16) Die Blutgefäßdichte der Invasionszone stellte sich um 
annähernd 30% höher dar als in den zentralen Anteilen (Abb.14). In allen untersuchten 
Karzinomen konnten zentrale Blutgefäße identifiziert werden. Mittelwert und 
Standardfehler der Blutgefäßdichte (BVD, blood vessel density) getrennt nach 
Invasionszone (I) und zentralen Anteilen (Z) sind Abbildung 14 zu entnehmen.  
 
 
 
Abb.14: Verteilungsparameter (Mittelwert +/-SE) der Blutgefäßdichte mittels FVIII für nicht neo-
plastisch verändertes Stroma sowie für die Invasionszone und die zentralen Anteile der untersuchten 
Plattenepithelkarzinome.   
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Abb.15                                                                                                       Abb.16 
Abb. 15 : Zentrale Anteile eines pharyngealen Plattenepithelkarzinoms. Darstellung vereinzelter 
Blutgefäße mittels FVIII. Das Endothel ist durch die kontrastreiche Rotfärbung gut zu erkennen. 
Abb. 16 : Pharyngeales Plattenepithelkarzinom mit erhöhter intratumoraler Blutgefäßdichte 
markiert mit FVIII.   
 
4.2.1. Vergleich der Blutgefäßdichte von nicht neoplastisch verändertem  
          Stroma mit pharyngealen Plattenepithelkarzinomen 
 
Die mittlere Blutgefäßdichte in nicht neoplastisch verändertem Stroma betrug 24,8 und 
stellte sich nahezu gleich der zentralen Gefäßdichte der Karzinome dar. In der Invasions-
zone der Karzinome zeigten sich gegenüber dem Stroma annähernd zweifach erhöht. Der 
Vergleich mit den Karzinomen in Abhängigkeit der pT-Kategorie ist Abb. 16 zu entnehmen 
 
4.2.2. Vergleich der Blutgefäßdichte zur pT-Kategorie 
 
Die Blutgefäßdichte stellte sich in pT1/2 Karzinome geringfügig höher dar als in den Karzi-
nomen der pT3/4 Kategorien. Im Vergleich der einzelnen pT-Kategorien zeigte die Invas-
ionszone in den pT4 Karzinomen die höchste Blutgefäßdichte (Abb.16). Der Unterschied 
zwischen dem mikroinvasiven (pT1) und den invasiven Karzinomen (pT 2/3/4) konnte für 
die Blutgefäßdichte der Invasionszone als signifikant (p = 0,024) gesichert werden. Dage-
gen konnte in den zentralen Anteilen ein Abfall von der pT2 und pT3 Kategorie zu Karzi-
nomen der pT4 Kategorie beobachtet werden. Somit zeigten die pharyngealen Platten-
epithelkarzinome mit zunehmender Tumorgröße eine signifikant erhöhte Blutgefäßdichte in 
der Invasionszone und eine verminderte Blutgefäßdichte in den zentralen Anteilen. 
Ergebnisse                                                                                                                            34 
 
Blutgefäßdichte in Abhängigkeit der pT-Kategorie
0
10
20
30
40
50
60
70
80
Stroma Cis T1 T2 T3 T4
LV
D
Reihe1 Reihe2
   p  p
 p p
 
 
Abb. 16: Darstellung der Blutgefäßdichte (Mittelwert +/-SE) von nicht neoplastischem Stroma und 
pharyngealer Plattenepithelkarzinome in Abhängigkeit der pT-Kategorie (pT2-pT4: Reihe 1 steht 
für  Invasionszone, Reihe 2 steht für zentralen Anteile) 
  
4.2.3. Vergleich der Blutgefäßdichte zur nodalen Metastasierung  
 
Im Vergleich metastasierter zu nicht metastasierten Karzinomen konnten keine Unter-
schiede in Bezug auf die Blutgefäßdichte in der Invasionszone festgestellt werden. Dagegen 
zeigten die metastasierten Karzinome in den zentralen Anteilen eine minimal erhöhte 
Blutgefäßdichte (Abb.17). In der Auswertung der einzelnen pT-Kategorien zeigten metasta-
sierte Karzinome der pT1 und pT2 Kategorie sowohl in der Invasionszone, als auch in den 
zentralen Anteilen gegenüber nicht metastasierten Karzinomen eine erhöhte Blutgefäß-
dichte. In der pT3 Kategorie fand sich eine erhöhte Blutgefäßdichte für nicht metastasierte 
Karzinome. Dagegen wiesen metastasierte Karzinome der pT4 Kategorie gegenüber nicht 
metastasierten Karzinomen zentral eine erhöhte und in der Invasionszone eine verminderte 
Blutgefäßdichte auf. Diese Unterschiede konnten nicht als signifikant gesichert werden.  
Insgesamt resultiert ein inhomogenes Verteilungsmuster der Blutgefäßdichte metastasierter 
und nicht metastasierter Karzinome.  
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Abb. 17: Darstellung der Blutgefäßdichte (Mittelwert +/-SE), gesondert für zentrale Anteile und  
Invasionszone im Vergleich von metastasierten (pN+) und nicht metastasierten Karzinomen (pNo). 
 
4.2.4. Vergleich der Blutgefäßdichte zum Grading         
 
Die Blutgefäßdichte stellte sich in den gut bis mäßig differenzierten Karzinomen G1/2 
höher dar als in den schlecht und undifferenzierten Karzinomen G2/3 Abb. 18.Dabei zeigte 
sich ein kontinuierlicher Abfall der Blutgefäßdichte von gut differenzierten G1, über mäßig 
G2 bis schlecht G3, zu undifferenzierten bzw. anaplastischen Karzinomen des G4 Grades.   
Die Verringerung der Blutgefäßdichte in Karzinomen hohen histopathologischen Grades 
konnte in der Invasionszone und in den zentralen Anteilen beobachtet werden stellte sich 
aber in der Invasionszone deutlicher dar. Da p ≥ 0,005 konnte dieser Unterschied nicht als 
signifikant gesichert werden.   
 
4.2.5. Vergleich der Blutgefäßdichte von Karzinomen unterschiedlicher Lokalisation  
 
Die Blutgefäßdichte stellte sich für die pT2 Kategorie in Karzinomen des Hypopharynx 
höher dar, als in Karzinomen des Oropharynx. Die gilt sowohl für die Invasionszone, als 
auch für die zentralen Anteile. Die Verteilung der Blutgefäßdichte in Abhängigkeit der 
Lokalisation stellt sich somit analog der Lymphgefäßdichte im Hypopharynx erhöht dar.  
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Abb.18: Darstellung der Blutgefäßdichte (Mittelwert +/- SE) in Abhängigkeit des histo-
pathologischen Grades 1-4, gesondert für die zentralen Anteile und die Invasionszone der 
untersuchten Karzinome. 
 
4.3. Analyse der Zusammenhänge zwischen Lymph- und Blutgefäßdichte  
        
Die Korrelationsanalyse zum Vergleich von Lymphgefäßdichte und Blutgefäßdichte der 
Invasionszone, zeigte keine Zusammenhänge zwischen den beiden Parametern (Pearson 
Korrelationskoeffizient (r = −0,004 für Lyve-1; r = 0,116 für D2-40). Karzinome mit einer 
hohen Blutgefäßdichte in der Invasionszone wiesen nicht zugleich eine hohe Lymph-
gefäßdichte auf. Teilweise zeigten beide Parameter eine inverse Verteilung auf. Analog 
konnte in den zentralen Anteilen keine Korrelation zwischen der Blutgefäßdichte und der 
Lymphgefäßdichte festgestellt werden.  
 
4.4. Analyse der prognostischen Bedeutung von Lymph- und Blutgefäßdichte für die 
       synchrone nodale Metastasierung  
 
Es soll gezeigt werden welcher Parameter die höchste Aussagekraft für die Vorhersage der 
nodalen Metastasierung des pharyngealen Plattenepithelkarzinoms besitzt.  
In die Auswertung wurden folgende klinisch-pathologische Einflussfaktoren aufgenom-
men: Ausdehnung des Primärtumors (pT) und histologischer Malignitätsgrad (G). 
Weiterhin wurden die Lymphgefäßdichte, jeweils für Lyve-1 und D2-40 sowie die   
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Blutgefäßdichte, getrennt für Invasionszone und zentrale Anteile, einbezogen. Die mittels 
Lyve-1 bestimmte Lymphgefäßdichte der Invasionszone, stellte sich gemeinsam mit dem 
Grading als der Faktor mit der größten Aussagekraft zur synchronen nodalen Metasta-
sierung heraus. Die mittels Faktor VIII bestimmte Blutgefäßdichte und mittels D2-40 
bestimmte Lymphgefäßdichte stellten sich als die Faktoren mit geringerem Einfluss auf die 
nodale Metastasierung dar.  
Die Analyse zeigt, dass je höher die Lymphgefäßdichte in der Invasionszone der 
Karzinome ist, desto größer ist die Chance der nodalen Metastasierung. Im Einzelnen steigt 
die Chance der nodalen Metastasierung bei einer um drei Lymphgefäße erhöhten Lymph-
gefäßdichte um 42% (Odds Ratio). Über die Bestimmung der Lymphgefäßdichte mittels 
Lyve-1 sowie dem Grading, konnte mit einer Sensitivität von 76,5 % und einer Spezifität 
von 63,5% die nodale Metastasierung zugeordnet werden.  
71% der untersuchten Karzinome konnten über die Bestimmung der Lymphgefäßdichte aus 
der Invasionszone, mittels Lyve-1  und dem Grading, als metastasiert oder nicht metasta-
siert richtig zugeordnet werden.  
Wenn zusätzlich die pT-Kategorie einbezogen wird, lassen sich 78,6 % der Karzinome 
richtig einstufen. Daraus ist ersichtlich, dass die Lymphgefäßdichte der Invasionszone, 
neben den bekannten histopathologischen Parametern, ein gewichtiger Einflussfaktor 
hinsichtlich der Vorhersage einer stattgehabten nodalen Metastasierung ist.   
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5.1. Gefäßforschung in der Onkologie  
  
Die Bedeutung der Blutgefäßneubildung für die Progression solider Tumore wurde in den 
letzten Jahrzehnten weitgehend untersucht. Das angiogeneseabhängige Wachstum war und 
ist Ziel zahlreicher Studien und hat bereits zu praxistauglichen Therapieansätzen geführt 
(Folkman 1972). Die Bestimmung der Mikrogefäßdichte, als immunhistologisches Korrelat 
der tumorinduzierten Angiogenese, stellt eine akzeptierte Methode zur Quantifizierung der 
Blutgefäßneubildung dar, wobei FVIII/vWF (von Willebrand Faktor) der am weitesten ver-
breitete Marker zur Darstellung der Blutgefäße ist (Weidner 1995b).  
Da Karzinome mit hoher Frequenz zu den regionalen Lymphknoten metastasieren, ist das 
Lymphgefäßsystem die wichtigste Struktur der Tumorzellverbreitung. Insbesondere Kopf-
Hals-Tumore die zu 90% aus Plattenepithelkarzinomen bestehen weisen eine sehr frühe und 
primär lymphogene Verbreitung auf (Barnes et al. 2005). Die hohe Mortalität ist hauptsäch-
lich auf die nodale Metastasierung zurückzuführen, welche neben Tumorgröße und extra-
kapsulärem Wachstum den wichtigsten prognostischen Faktor darstellt. Die 5-Jahres-Über-
lebensrate pharyngealer Plattenepithelkarzinome liegt im Durchschnitt bei 62,5% und 
konnte in den letzten dreißig Jahren nicht wesentlich verbessert werden (Barnes et al. 
2005). Im Zuge der Entdeckung spezifischer Lymphendothelzellmarker, welche eine 
selektive Darstellung der Lymphgefäße im histologischen Routinematerial ermöglichen, 
sind diese aus ihrem Schattendasein in den Mittelpunkt der aktuellen Gefäßforschung 
gerückt. In der vorliegenden Arbeit wurden Lymph- und Blutgefäßdichte am gleichen 
Tumormaterial standardisiert erfasst. Das Vorhandensein einer tumorinduzierten Lymph-
angiogenese und deren Bedeutung für die lymphogene Metastasierung sind nicht 
abschließend geklärt. Ob die Quantifizierung der Lymphgefäßdichte mit den neuen 
immunhistochemischen Endothelzellmarkern D2-40 und Lyve-1 eine reliable und 
praxistaugliche Methode darstellt und ob über die Bestimmung der Lymphgefäßdichte eine 
Aussage zur nodalen Metastasierung getroffen werden kann, soll mit Hilfe der gewonnenen 
Ergebnisse, im Kontext des aktuellen Wissensstandes, erörtert werden. In der Hoffnung, 
dass daraus resultierende Erkenntnisse über die Prozesse der Metastasierung, im 
allgemeinen und für das pharyngeale Plattenepithelkarzinom im Besonderen, neue 
diagnostische sowie therapeutische Perspektiven eröffnen.    
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5.2. Neue Lymphendothelzellmarker - reproduzierbare Darstellung der Lymphgefäße  
       trotz Kreuzreaktivität 
 
Die neuen Endothelzellmarker Lyve-1 und D2-40 ermöglichen über die selektive Bindung 
von Oberflächenantigenen eine direkte Darstellung von Lymphgefäßen in formalinfixier-
tem paraffineingebettetem Gewebe. In der vorliegenden Arbeit gelang dies in allen 57 
Karzinomen. Wobei die Marker ein ungleiches Bindungsmuster aufwiesen. In den zentralen 
Anteilen der Plattenepithelkarzinome kamen in den mit Lyve-1 gefärbten Präparaten 
weniger Lymphgefäße zur Darstellung. Im Vergleich zu D2-40 scheint Lyve-1 intratumoral 
nur eine Subpopulation von Lymphendothelzellen zu markieren (Renyi-Vamos et al. 2005). 
Ursächlich könnte die unterschiedlich starke Expression des Hyaluronrezeptors in verschie-
denen Geweben, entsprechend deren funktionalen Anforderungen sein. So konnte gezeigt 
werden, dass in Lymphknoten, Milz und Thymus eine starke, allerdings in der Tonsilla 
palatina nur eine schwache Expression vorhanden ist (Garrafa et al. 2005). Peritumorale 
Lymphgefäße konnten mittels Lyve-1 eindeutig dargestellt werden.  
D2-40 zeigt, im Gegensatz zu Lyve-1, ein weitreichendes Reaktionsspektrum. Neben 
Lymphendothelzellen wurden Stroma- und Tumorzellen markiert. Kaiserling zeigte, dass 
die Reaktionsbreite von D2-40 Fibroblasten, Myofibroblasten, Epithelzellen und Tumor-
zellen umfasst (Kaiserling 2004). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass D2-40 
nicht nur das gleiche Reaktionsmuster wie Podoplanin aufweist, sondern neben dem 
onkofetalen Sialoglykoprotein M2A auch Podoplanin erkennt (Schacht et al. 2005, Garrafa 
et al. 2005). Dieses, ebenfalls als Lymphendothelzellmarker bekannte Membranprotein, 
zeigt eine ursächlich nicht aufgeklärte erhöhte Expression in Plattenepithelkarzinomen 
(Schacht et al. 2005). Das D2-40 zwei differente Oberflächenmoleküle erkennt, stellt eine 
denkbare Erklärung für das weitreichende Expressionsmuster dar. Obwohl Lyve-1, als auch 
D2-40 spezifische Marker der Lymphendothelzellen darstellen, sind Unterschiede in der 
Intensität der Anfärbung, neben der methodischen Variabilität, zugleich durch die 
Heterogenität der Lymphgefäße erklärbar. Es ist bekannt, dass Lymphendothelzellen 
abhängig von ihrer Organlokalisation und dem Lymphsegment, strukturelle und damit 
funktionelle Unterschiede aufweisen (Garaffa et al. 2005). Weiterhin besteht die Annahme, 
dass neu gebildete Lymphgefäße die durch D2-40 detektierten Oberflächenantigene früher 
exprimieren als für Lyve-1, womit die vermehrte Anfärbung durch D2-40 ebenfalls 
begründet werden könnte (Renyi-Vamos et al. 2005).   
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Überdies kann nicht ausgeschlossen werden, dass Oberflächenantigene, speziell der intra-
tumoralen Lymphgefäße durch Karzinomzellen oder deren Sekretionsprodukte verändert 
oder vernichtet werden, wonach eine Antikörperbindung nicht mehr möglich ist. Dies ist 
eine denkbare Erklärung für die verminderte Markierung intratumoraler Lymphgefäße 
mittels Lyve-1. Bisher existiert kein Goldstandard für den direkten Nachweis von Lymph-
gefäßen im histologischen Routinematerial. Einige Autoren sehen in der immunhisto-
chemischen Doppelmarkierung die Methode der Wahl (Evangelou et al. 2005).  
Das Homeobox Gen Prox-1 stellt, als intrazellulärer Marker, eine zukunftsträchtige Alter-
native dar (Wigle und Oliver 1999). Es ist essentiell für die Entwicklung des Lymphgefäß-
systems und das gerichtete Aussprossen der frühen Endothelzellen von den Kardinalvenen. 
In bisherigen Studien konnte mittels Prox-1 ein konsistentes Ergebnis in normalem und 
pathologisch verändertem Gewebe erzielt werden (Garaffa et al. 2005, Wigle et al. 2002).  
Trotz der variablen Markierungen und der Kreuzreaktivität ermöglichten Lyve-1 und D2-40 
den Nachweis von Lymphgefäßen und die sichere Differenzierung zu Blutgefäßen in 
pharyngealen Plattenepithelkarzinomen und nicht neoplastischem Stroma. Die Immun-
histochemie mittels Lyve-1 und D2-40 stellt nach eigenen Erkenntnissen eine praxis-
taugliche Methode zur Bewertung der Lymphgefäßdichte und zur verbesserten Identifi-
kation der Lymphgefäßinvasion dar. Weiterhin ist der Einsatz zur experimentellen Isolie-
rung von Lymphendothelzellen und zur Objektivierung der Wirkung anti-lymphangiogener 
Substanzen möglich (Garaffa et al. 2005, Tozer 2003).  
Neben der differenzierten Betrachtung der neuen Endothelzellmarker bedarf auch der 
Zählmodus einer kritischen Evaluierung. In der eigenen Arbeit wurde analog den Vorgaben 
für die Bewertung der Blutgefäßdichte nach Noel Weidner verfahren (Weidner 1995b). 
Insbesondere die subjektive Auswahl der zu zählenden vaskulären hotspots sorgte bereits in 
der Bewertung der Blutgefäßdichte für Einwände (Offersen et al. 2003) und stellt, neben 
der unterschiedlichen Methodik, eine Ursache der Variabilität zwischen den Untersu- 
chungsergebnissen dar (Van der Auwera et al. 2006).  
In den wenigen vorliegenden Arbeiten zur Lymphgefäßdichte in Kopf-Hals-Tumoren 
wurden unterschiedliche Marker und Zählmethoden angewandt, wodurch die Vergleich-
barkeit der Ergebnisse stark eingeschränkt ist. Eine Vereinheitlichung des Zählmodus sollte 
analog der heute weitestgehend akzeptierten Messung der Mikrogefäßdichte, erfolgen.  
Bis die Auswertung der Lymphgefäßdichte nicht standardisiert ist, werden wider-
sprüchliche Ergebnisse fortbestehen.                         
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5.3.  Bedeutung der Blutgefäßdichte und Verhältnis zur Lymphgefäßdichte   
  
Zahlreiche Beweise konnten für das angiogeneseabhängige Wachstum solider Tumoren er-
bracht werden. Eine hohe Mikrogefäßdichte ist mit der Progression der malignen 
Erkrankung und einer signifikant schlechteren Prognose für das Überleben assoziiert 
(Weidner 1995a). In Kopf-Hals-Tumoren gelang dieser Nachweis den Arbeitsgruppen um 
Mikami und Albo. Sie stellten einen signifikanten Zusammenhang zwischen der peritu-
moralen Mikrogefäßdichte und einer verminderten Überlebenszeit fest und schlussfol-
gerten, dass die Mikrogefäßdichte eine starke Assoziation zum Metastasierungspotential 
aufweist (Mikami et al. 1996, Albo et al. 1994). Auch Gasparini und Mitarbeiter konnten 
diesen Zusammenhang belegen (Gasparini et al. 1993).  
Die Arbeitsgruppe um Sion-Vardy wies einen signifikanten Zusammenhang zwischen der 
Mikrogefäßdichte und der Invasionstiefe des Larynxkarzinoms nach (Sion-Vardy et al. 
2001). Die Mehrzahl der Autoren konnte jedoch keine Korrelation zwischen der Mikroge-
fäßdichte und der nodalen Metastasierung feststellen (Foote et al. 2005, Erovic et al. 2005, 
Zatterstrom et al. 1995, Dray et al. 1995, Carrau et al. 1995).  
In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals Blut- und Lymphgefäßdichte simultan an 
einem homogenen Patientengut für das pharyngeale Plattenepithelkarzinom als eine 
Lokalisation der Kopf-Hals-Tumore, untersucht. Ziel war es zu zeigen, wie dieses sich hin-
sichtlich der Lymphgefäßdichte und dem angiogenen Phänotyp verhält und welcher der 
Faktoren die größte prognostische Aussagekraft hinsichtlich der synchronen nodalen 
Metastasierung besitzt. In der eigenen Untersuchung zeigt die Blutgefäßdichte der Karzi-
nome gegenüber nicht neoplastisch verändertem Stroma erhöhte Werte. In der Invasions-
zone steigt die Blutgefäßdichte mit zunehmender Tumorgröße an. Dies steht in Einklang 
mit den pathophysiologischen Erkenntnissen von Judah Folkman, wonach die zunehmende 
Mikrogefäßdichte den Mehrbedarf der proliferierenden Tumorzellmasse widerspiegelt 
(Folkman 1990). Dagegen zeigte sich in den zentralen Anteilen ein Abfall der Blutgefäß-
dichte in großen Tumoren. Nach heutigen Erkenntnissen existieren intratumoral extreme 
Bedingungen, darunter ein hoher interstitieller Druck sowie eine zentral zunehmende 
Hypoxie und Nekrose, welche ebenfalls die Endothelzellen betrifft (Denekamp 1984).  
Die eigenen Ergebnissen lassen vermuten, dass in Karzinomen mit einem Durchmesser 
über 4 cm, auf Grund der intratumoral abnehmenden Mikrogefäßdichte, zentral keine 
Angioneogenese mehr stattfindet. In der vorliegenden Arbeit konnte übereinstimmend mit 
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den genannten Studien kein Zusammenhang zwischen der Blutgefäßdichte und der nodalen 
Metastasierung festgestellt werden. Die Korrelationsanalyse ließ keine Zusammenhänge 
zwischen Blut- und Lymphgefäßdichte jedes einzelnen Karzinoms erkennen. Zum Teil 
konnten inverse Verhältnisse beobachtet werden. Es ist bekannt, dass Angiogenese und 
Lymphangiogenese durch eine Vielzahl verwandter Wachstumsfaktoren und Rezeptoren 
reguliert werden, von denen die Molekülfamilie der VEGF am bedeutsamsten ist (McColl 
et al. 2004). Überschneidungen, welche eine gegenseitige Stimulation von Angiogenese 
und Lymphangiogenese zulassen, sind bekannt. VEGF-A fördert neben der Blutgefäßneu-
bildung auch die peritumorale Lymphangiogenese (Björndahl et al. 2005a, Hirakawa et al. 
2005). Ob dieser Sachverhalt auf Karzinome der Kopf- Hals-Region übertragen werden 
kann bedarf weiterer Untersuchungen. Während Sauter und Mitarbeiter erhöhte Level von 
VEGF-A in Kopf-Hals-Tumoren nachwiesen, stellten Tae und Mitarbeiter eine verminderte 
Expression während der Tumorprogression fest (Sauter et al. 1999; Tae et al. 2000). 
Das Ausmaß von Angiogenese und Lymphangiogenese hängt von der Menge sezernierter 
Wachstumsfaktoren und deren proteolytischer Spaltung ab (Skobe et al. 2001, Ferrara und 
Alitalo 1999). Nach den Ergebnissen der simultanen Untersuchung von Lymph- und Blut-
gefäßdichte scheinen Angiogenese und Lymphangiogenese unabhängig regulierte Prozesse 
zu sein, welche zu unterschiedlichen Zeitpunkten stattfinden. Bisher bestand die Annahme, 
dass die Mikrogefäßdichte der Prognosefaktor ist, welcher das Verhalten hinsichtlich der 
synchronen nodalen Metastasierung widerspiegelt. Signifikante Zusammenhänge konnten 
unter anderem für das Urothelkarzinom, das Magenkarzinom und das Mammakarzinom 
erbracht werden (Jaeger et al. 1995, Zhao et al. 2006, Horak et al. 1992).  
In der eigenen Arbeit konnte dieser Zusammenhang nicht bestätigt werden. Die logistische 
Regressionsanalyse wies die Lymphgefäßdichte der Blutgefäßdichte in ihrer prognostischen 
Wertigkeit als überlegen aus. Ursächlich ist der tumorbiologische Hintergrund anzusehen. 
Die Bildung nodaler Metastasen erfolgt über die Lymphgefäße. Die Blutgefäßdichte 
hingegen stellt die Grundlage der Tumorprogression im Sinne von Proliferation und 
Organmetastasierung dar, welche ebenfalls bedeutsame Prognosekriterien darstellen. 
Basierend auf den erläuterten Erkenntnissen kann geschlussfolgert werden, dass die 
Bestimmung der Lymphgefäßdichte als Indikator der synchronen nodalen Metastasierung 
unabhängig von der Bestimmung der Blutgefäßdichte erfolgen sollte, da beide Prognose-
faktoren unterschiedliche Ereignisse während der Tumorprogression widerspiegeln.  
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5.4. Tumorinduzierte Lymphangiogenese oder vorbestehende Lymphgefäße  
 
Endgültige Beweise für eine tumorinduzierte Lymphangiogenese stehen noch aus.  
Es konnte jedoch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass nicht neoplastisch 
verändertes Stroma der Kopf-Hals-Region eine geringere Lymphgefäßdichte aufweist, als 
tumorassoziiertes Stroma nodal metastasierter Karzinome. Ob die peritumoral erhöhte 
Lymphgefäßdichte aus einer aktiven Lymphangiogenese hervorgegangen ist wird bislang 
noch diskutiert. Einige Autoren sehen die peritumoral erhöhte Gefäßdichte als eine An-
sammlung preexistierender Lymphgefäße. Diese sollen durch die proliferierende Tumor-
masse in der Invasionsfront zusammendrängte, vorbestehende Lymphgefäße des Stromas, 
sein (Leu et al. 2000).  
Im Gegensatz dazu konnten jüngst experimentelle Beweise für eine aktive Lymphangio-
neogenese erbracht werden. Die Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D sowie deren 
Rezeptor VEGFR-3 zeigen eine erhöhte Expression in Tumormodellen (Mandriota et al. 
2001, Stacker et al 2001, Karpanen et al. 2001). Dies konnte auch für Zelllinien von 
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region nachgewiesen werden (Neuchrist et al. 
2003). Weiterhin zeigen Studien unter Verwendung des Proliferationsmarkers Ki67 das 
Vorhandensein aktivierter Lymphendothelzellen im Tumor (Renyi-Vamos et al. 2005).  
Insgesamt existieren kontroverse Berichte über die Lymphangiogenese und deren Beitrag 
zur nodalen Metastasierung in unterschiedlichen Tumorentitäten. Einigen Autoren gelang 
der Nachweis der tumorassozierten Lymphangiogenese nicht. Trotz allem wiesen die unter-
suchten Karzinome nodale Metastasen auf (Agarwal et al. 2005, Clarijs et al. 2001).  
Die lymphogene Metastasierung kann über vorbestehende Lymphgefäße erfolgen. Jedoch 
konnte gezeigt werden, dass über die Neubildung von Lymphgefäßen das lymphatische 
Fenster vergrößert und die Wahrscheinlichkeit der Verbreitung von Tumorzellen über die 
Lymphgefäße enorm gesteigert wird (Karpanen et al. 2001). Für die hämatogene Metasta-
sierung konnte analog gezeigt werden, dass die zunehmende Vaskularisation die Anzahl der 
in der Blutzirkulation befindlichen Tumorzellzahl erhöht (Liotta et al. 1974). Weiterhin 
konnte gezeigt werden, dass Lymphgefäße unter dem Einfluss von VEGF-C eine Lumener-
weiterung erfahren, wodurch die Oberfläche zusätzlich erweitert wird (Jeltsch et al. 1997, 
Isaka et al. 2004). Auch in der eigenen Arbeit stellten sich die peritumoralen Lymphgefäße 
mit weit geöffneten Lumina dar.   
 
Diskussion                                                                                                                            44 
 
Unklar ist, ob neu gebildete tumorassoziierte Lymphgefäße Alterationen oder Abnormi-
täten hinsichtlich ihrer Struktur und Funktion aufweisen, welche das Eindringen von 
Tumorzellen erleichtert. Bisher bestand die Annahme, dass diese passiv mit dem Einstrom 
von interstitieller Flüssigkeit in die Lymphgefäße gespült werden (Hartveit 1990). Neueste 
Erkenntnisse lassen aktive Transportmechanismen erkennen, welche primär die Zusammen-
setzung der Lymphe regulieren.  
Irjala und Mitarbeiter konnten experimentell zeigen, dass Zelllinien aus Plattenepithel-
karzinomen der Kopf-Hals-Region über die Bindung des Mannoserezeptors (MR) und des 
CLEVER-1 (common lymphatic endothelial and vascular endothelial receptor) die 
Adhäsion an das Lymphendothel realisieren (Irjala et al. 2003). CCL21, ursprünglich für 
das Lymphozytenhoming verantwortlich, ermöglicht über den CCR7 Chemokinrezeptor die 
Bindung von Melanomzellen an das Lymphendothel (Takeuchi et al. 2004). Die Ausbil-
dung solcher Invasionsmechanismen könnte die Ursache für die primär lymphogene Meta-
stasierung von Karzinomen sein (Muller et al. 2006).  
Daneben besteht die Annahme, dass neu gebildete Lymphgefäße morphologische Altera-
tionen aufweisen, welche das Eindringen der Tumorzellen begünstigen (Farnsworth et al. 
2005, Pepper und Skobe 2003). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Bedeutung der Lymph-
gefäße in der Tumorbiologie bislang weit unterschätzt wurde.  
  
5.5. Die Invasionszone als Ort der Lymphangiogenese 
  
Im Zusammenhang mit der Fragestellung ob eine tumorinduzierte Lymphangioneogenese 
stattfindet besteht die Kontroverse über deren Lokalisation. Intratumorale Lymphgefäße 
konnten nur in wenigen Tumorentitäten, wie Kopf-Hals-Tumoren, dem Mammakarzinom 
und dem Malignen Melanom beobachtet werden (Maula et al. 2003, Skobe et al. 2001, 
Dadras et al. 2003). Das Endometrium- und das Lungenkarzinom wiesen keine intratu-
moralen Lymphgefäße auf (Koukourakis et al. 2005).  
In der vorliegenden Studie konnten zentral gelegene Lymphgefäße in 82% der Karzinome 
dargestellt werden. Beweise, ob die Funktionalität zentraler Lymphgefäße erhalten ist und 
ob diese einen Beitrag zur Metastasierung leisten, stehen bis heute aus. Padera und Mitar-
beiter sehen das Kollabieren durch den von der proliferierenden Tumorzellmasse erzeugten 
interstitiellen Druck als Ursache für die fehlende Durchlässigkeit (Padera et al. 2004).  
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Es konnte gezeigt werden, dass funktionale Lymphgefäße vorwiegend an den Tumorrand-
zonen existieren. Zentrale Lyve-1 positive Strukturen stellen, laut Padera, einzelne Lymph-
endothelzellen und kollabierte oder durch Tumorzellen ausgefüllte Lymphgefäße dar 
(Padera et al. 2002, Franchi et al. 2004). Auch in der eigenen Untersuchung stellten sich die 
zentral gelegenen Lymphgefäße vermehrt als schmaler Endothelsaum mit kollabiertem 
Lumen dar. Im Weiteren ist zu bezweifeln, dass die intratumoral herrschende Hypoxie und 
Azidose eine Lymphangiogenese zulassen.   
Die Hypothese, dass intratumorale Lymphgefäße vorwiegend eingenommen und peri-
tumorale neu gebildet sind, unterstützen Renyi-Vamos und Mitarbeiter indem sie zeigen, 
dass nur peritumorale Lymphendothelzellen positiv für den Proliferationsmarker Ki67 sind 
(Renyi-Vamos et al. 2005). In der eigenen Arbeit befanden sich die lymphogenen hotspots 
ebenfalls vorwiegend in der Invasionszone. Diese wiesen sichtbare Lumina, meist mit 
Lymphozyten, auf. Die peritumorale Lymphgefäßdichte stellte sich gegenüber den 
zentralen Anteilen, etwa um das Dreifache erhöht dar. 
Mehrere Autoren konnten die verstärkte Expression lymphangiogener Wachstumsfaktoren, 
wie VEGF-C und -D, in tumorassoziertem Stroma nachweisen (b.Skobe et al. 2001, 
Karpanen et al. 2001). Gombos und Mitarbeiter zeigten, dass VEGF-C in der Invasions-
zone gegenüber dem Tumorzentrum signifikant erhöht ist (Gombos et al. 2005). In diesem 
Sinne spiegelt das Verteilungsmuster der hotspots die unterschiedlichen Konzentrationen 
der Wachstumsfaktoren sowie lokale Unterschiede des Tumormikromilieus wider.  
Grundlage der Lymphangiogenese sind vorbestehende Lymphgefäße des angrenzenden 
Stromas von denen das Aussprossen der Endothelzellen realisiert wird. Dies konnte durch 
He und Mitarbeiter bestätigt werden (He et al. 2004). Die assoziierte Entzündungsreaktion 
der Invasionszone leistet durch die Sekretion verschiedener lymhogener Wachstums-
faktoren einen zusätzlichen Beitrag (Schoppmann  et al. 2002).  
Von den eigenen Ergebnissen und dem aktuellen Wissensstand ausgehend stellen die 
peritumoralen hotspots funktionale Lymphgefäße dar, welche durch eine tumorinduzierte 
Lymphangiogenese entstanden sind.    
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5.6. Die Lymphgefäßdichte als Indikator der nodalen Metastasierung 
 
Nach der intensiven Beschäftigung mit der Mikrogefäßdichte in verschiedenen Tumorenti-
täten, besteht jetzt die Notwendigkeit die Lymphgefäßdichte zu evaluieren. Da die Bildung 
nodaler Metastasen über die Lymphgefäße realisiert wird, besteht die Annahme, dass die 
Dichte der Lymphgefäße das Metastasierungspotential widerspiegelt. Es konnte für ver-
schiedene Karzinome gezeigt werden, dass die Lymphgefäßdichte mit dem Lymphknoten-
status korreliert und als unabhängiger Einflussfaktor der nodalen Metastasierung bewertet 
werden kann. Darunter für das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom, das Magenkarzinom, 
das kolorektale Karzinom sowie für das Urothelkarzinom und das Maligne Melanom 
(Renyi-Vamos et al. 2005, Takanami 2006, Nakamura et al. 2006, Kaneko et al. 2007, 
Miyata et al. 2006, Dadras et al. 2003). Das Mammakarzinom zeigt widersprüchliche 
Ergebnisse (b.Skobe et al. 2001, Kato et al. 2005).  
Die Lymphgefäßdichte als immunhistologisches Korrelat der tumorinduzierten Lymph-
angiogense, scheint als Indikator der nodalen Metastasierung in vielen Karzinomen geeig-
net. Zusätzlich zeigen die Wachstumsfaktoren der Lymphangiogenese, gemessen an dem 
mRNA Level, in vielen Karzinomen, darunter Kopf-Hals-Tumoren, erhöhte Konzentra-
tionen (Sedivy et al. 2003, Gombos et al. 2005, O-charoenrat et al. 2001).  
Kontroverse Untersuchungsergebnisse zur Lymphangiogenese in soliden Tumoren, können 
neben der biologischen Variabilität auch aus der uneinheitlichen Methodik resultieren. Es 
gilt herauszufinden, in welchen Karzinomen eine, für die nodale Metastasierung relevante 
Lymphangiogenese stattfindet, um zukünftig von einem nützlichen Prognosefaktor in 
diesem Karzinom zu profitieren.  
  
5.7. Die Lymphgefäßdichte im pharyngealen Plattenepithelkarzinom 
     
Einige Studien verdeutlichen bereits, dass die Lymphangiogenese eine wichtige Rolle für 
die Metastasierung solider Tumore innehat, aber die Bedeutung der Lymphgefäßdichte im 
Fall des pharyngealen Plattenepithelkarzinoms ist unklar. Meinem Wissen nach existieren 
wenige Untersuchungen zur Lymphgefäßdichte und Lymphangiogenese in Kopf-Hals-
Tumoren, obwohl gerade diese Karzinome durch eine frühe nodale Metastasierung gekenn-
zeichnet sind und daher als Untersuchungsmaterial nahe liegen. Bislang vorliegende 
Studien zeigen widersprüchliche Ergebnisse und erlauben keine generelle Aussage über die   
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Bedeutung der Lymphgefäßdichte im Hinblick auf die synchrone nodale Metastasierung. 
Kyzas und Mitarbeiter zeigten, dass sich die peritumorale und die intratumorale Lymphge-
fäßdichte zur nodalen Metastasierung signifikant darstellt (Kyzas et al. 2005). Ihr Untersu-
chungsgut beinhaltet jedoch keine pharyngealen Karzinome. Die Arbeitsgruppe um Audet 
konnte, unter Verwendung des Chalkley point countings die Zusammenhänge nur für 
Larynxkarzinome aufzeigen (Audet et al. 2005). Im Gegensatz dazu wiesen Beasley und 
Mitarbeiter die Korrelation der Lymphgefäßdichte zur nodalen Metastasierung nur für Oro-
pharynxkarzinome nach (Beasley et al. 2002). Auch sie bewerteten ausschließlich die 
intratumorale Lymphgefäßdichte. Einzig die Arbeitsgruppe um Franchi bewertete die 
Lymphgefäßdichte in der Invasionszone und wies diese in der multivarianten Analyse als 
den aussagekräftigsten Parameter hinsichtlich der nodalen Metastasierung aus (Franchi et 
al. 2004). In der eigenen Arbeit zeigten sich peritumorale und intratumorale Lymphgefäß-
dichte in Karzinomen mit nodaler Metastasierung gegenüber Karzinomen ohne nodale 
Metastasierung erhöht. Der Zusammenhang zwischen der Lymphgefäßdichte und der 
nodalen Metastasierung stellte sich für die Invasionszone als signifikant dar.  
In der logistischen Regressionsanalyse stellte sich die mittels Lyve-1 bestimmte Lymph-
gefäßdichte der Invasionszone, gemeinsam mit dem Grading, als die Parameter mit der 
größten Aussagekraft hinsichtlich des Lymphknotenstatus heraus. Mit einer Sensitivität von 
71% konnten die Karzinome mittels Lymphgefäßdichte und Grading als metastasiert 
eingestuft werden. Unter Zunahme der T-Kategorie, als bekannten Prognosefaktor konnte 
eine Trefferquote von 78,6% erreicht werden. Interessant erwies sich die Tatsache, dass 
Karzinome der pT1/2 Kategorie eine signifikant höhere Lymphgefäßdichte aufwiesen als 
Karzinome der pT3/4 Kategorie. Es kann geschlussfolgert werden, dass die Lymphangio-
neogenese ein frühzeitig stattfindender Prozess während der Progression pharyngealer 
Plattenepithelkarzinome ist. Dies stellt eine denkbare Erklärung für die frühzeitige nodale 
Metastasierung kleiner Primärtumore dar. Im Weiteren konnte ein Unterschied zwischen 
der Lymphgefäßdichte gut bis mäßig differenzierter zu undifferenzierter Karzinomen 
festgestellt werden. Neuchrist und Mitarbeiter zeigten bereits, dass Zelllinien aus Platten-
epithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region VEGF-C und VEGFR-3 exprimieren (Neuchrist 
et al. 2003), ob die verstärkte Bildung lymphangiogener Wachstumsfaktoren mit der 
Abnahme des histopathologischen Grades einhergeht, bedarf jedoch weiterer Untersuch-
ungen. Auch die Lokalisation der Karzinome scheint Einfluss auf das Ausmaß der  
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Lymphangiogenese zu nehmen. Stimmbandkarzinome zeigen die geringste Lymphgefäß-
dichte im Vergleich zu anderen Kopf-Hals-Tumoren (Koskinen et al. 2005). Da die Lymph-
angiogenese ihren Ausgang von vorbestehenden Lymphgefäßen als Grundlage für das 
Aussprossen, nimmt könnte das Ursprungsgewebes für das Ausmaß der Lymphgefäßneu-
bildung von grundlegender Bedeutung sein. Aus diesem Grund sollte das Augenmerk bei 
zukünftigen Studien auf ein, hinsichtlich der Lokalisation, homogenes Patientengut 
gerichtet sein. 
In Bezug auf die Studien zur Lymphgefäßdichte von Kopf-Hals-Tumoren muss angenom-
men werden, dass die heterogenen Untersuchungsergebnisse, neben der biologischen Varia-
bilität der Karzinome, durch Abweichungen in der Methodik zustande gekommen sind.  
Die vorliegende Studie belegt das Vorhandensein einer erhöhten Lymphgefäßdichte im 
pharyngealen Plattenepithelkarzinom. Der Lymphknotenstatus ist das Schlüsselkriterium 
für die Prognose und das sich anschließende Therapieregime dieser Karzinome. Die Bewer-
tung der peritumoralen Lymphgefäßdichte am primären Operationspräparat stellt, neben 
dem aktuellen Staging eine neue Methode zur Erweiterung der prognostischen Aussage-
kraft des histologischen Präparates dar. Ziel ist es, mit Hilfe der Lymphgefäßdichte als 
Indikator der nodalen Metastasierung Risikopatienten zu identifizieren, auch als Entschei-
dungshilfe zur differenten Neck Dissektion. Insbesondere das hier untersuchte pharyngeale 
Plattenepithelkarzinom zeigt eine frühe und überwiegend nodale Metastasierung (Barnes et 
al. 2005). Die Frage ob in diesem Tumortyp eine Lymphgefäßneubildung, welche die 
nodale Metastasierung unterstützt, stattfindet, kann nach den eigenen Ergebnissen bejaht 
werden. Es konnte gezeigt werden, dass die peritumorale Lymphgefäßdichte ein aussage-
kräftiger Indikator und bedeutsamer Einflussfaktor der synchronen nodalen Metastasierung 
im pharyngealen Plattenepithelkarzinom ist.   
 
5.8. Anti-Lymphangiogenese als Perspektive in der Therapie solider Tumore 
  
Lymphgefäße sind auch als mögliche Zielstruktur neuer Therapiekonzepte in den 
Mittelpunkt des Interesses gerückt. Da Karzinome mit hoher Frequenz zu den regionalen 
Lymphknoten metastasieren und der Lymphknotenstatus entscheidend für das Überleben 
ist, soll dieser Aspekt selektiv angegriffen werden. Aktuell existiert neben der chirurgischen 
Neck Dissektion kein adäquates Verfahren zur Behandlung nodaler Metastasen bei Kopf-
Hals-Tumoren.  
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Die VEGFs sind die am weitesten erforschten Wachstumsfaktoren der Lymphangiogenese. 
Analog der anti-angiogenen Therapie, stellen sie die primären Angriffspunkte einer zukünf-
tigen anti-lymphangiogenen Therapie dar. Denkbar sind lösliche Antikörper oder Rezep-
toren, welche die Wachstumsfaktoren VEGF-C und -D und deren Rezeptor VEGFR-3 
neutralisierenden. He und Mitarbeiter zeigten, dass die tumorassoziierte Lymphangiogenese 
experimentell mit einem löslichen VEGFR-3 Fusionsprotein inhibiert und die nodale Meta-
stasierung unterdrückt werden konnte (He et al 2002). Tyrosinkinaseinhibitoren stellen eine 
weitere Methode zur Hemmung der Rezeptorfunktion dar (Stacker et al. 2006).  
Die sich stetig erweiternde Anzahl neu entdeckter Wachstumsfaktoren der Lymphangio-
genese bietet immer mehr Angriffspunkte, wirft aber zugleich die Frage auf, ob die Anti-     
Lymphangiogenese als Monotherapie eines Proteins wirksam sein kann. Es hat sich ge-
zeigt, dass Wachstumsfaktoren der Angiogenese, wie VEGF-A, auch die Lymphangio-
genese induzieren (a.Bjorndahl et al. 2005). Bjorndahl und Mitarbeiter wiesen außerdem 
nach, dass die Insulin-like growth factors 1 und 2 in vivo proliferativ auf Lymphendothel-
zellen wirken (b.Bjorndahl et al. 2005b). Cao und Mitarbeit zeigten, dass PDGF (platelet-
derived growth factor) ein potenter Induktor der Lymphangiogenese ist (Cao et al. 2006).  
Daneben stellen Transkriptionsfaktoren wie Prox-1, Oberflächenmoleküle wie Podoplanin, 
Lyve-1 und D2-40, aber auch Proteasen als Aktivatoren von VEGF-C und -D, wie Plasmin, 
weitere, von den Wachstumsfaktoren unabhängige, Wege dar.  
Analog der Anti-Angiogenese, können die tumorassoziierten Lymphgefäße Angriffsziel der 
antivaskulären Therapie sein. LyP-1 ist ein Peptid das selektiv die Apoptose von Lymph-
endothelzellen im Tumor realisiert (Laakkonen et al. 2004).  
Der Einsatz der Anti-Lymphangiogenese ist einerseits vor und nach chirurgischer Therapie 
zur Senkung der Inzidenz nodaler Metastasen denkbar, aber auch im Fall primär inoperable 
Befunde, um die Progression der Erkrankung zu stoppen (Stacker et al. 2006).  
Zum aktuellen Zeitpunkt ist die Anti-Lymphangiogenese klinisch noch nicht wirksam. 
Dieses Ziel sollte schnellst möglich umgesetzt werden, um insbesondere in Karzinomen, 
welche eine hohe Lymphgefäßdichte aufweisen, eine Verminderung der nodalen 
Metastasierung zu bewirken. 
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 6. Schlussfolgerung 
 
In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die neuen Lymphendothel-
zellmarker Lyve-1 und D2-40 zur Darstellung von Lymphgefäßen in paraffineingebettetem 
formalinfixiertem Gewebe geeignet sind. Die Auswertungen der peritumoralen und der 
intratumoralen Lymphgefäßdichte von 56 pharyngealen Plattenepithelkarzinomen sowie 
einem exemplarischen Carcinoma in situ und nicht neoplastisch verändertem Stroma der 
Kopf-Hals-Region zeigten folgende Ergebnisse. Intratumorale Lymphgefäße konnten in der 
überwiegenden Zahl der Karzinome nachgewiesen werden, wobei die lymphogenen 
hotspots vorwiegend in der Invasionszone lokalisiert waren.  
Die peritumorale Lymphgefäßdichte zeigte sich im Vergleich von nicht metastasierten zu 
nodal metastasierten Karzinomen als signifikant erhöht. Somit kann angenommen werden, 
dass die Wahrscheinlichkeit der nodalen Metastasierung mit Zunahme der Lymphgefäß-
dichte steigt. Die peritumorale Lymphgefäßdichte kann demnach als Indikator der syn-
chronen nodalen Metastasierung angesehen werden. Die logistische Regressionsanalyse 
wies die mittels Lyve-1 bestimmte, peritumorale Lymphgefäßdichte, neben dem Grading, 
als bedeutsamsten Einflussfaktor hinsichtlich der nodalen Metastasierung aus.  
In Abhängigkeit der T-Kategorie konnte eine signifikant erhöhte Lymphgefäßdichte von 
Karzinomen niedriger, gegenüber Karzinomen hoher pT-Kategorie verzeichnet werden. 
Dies führt zu der Annahme, dass die Lymphangiogenese ein frühzeitig stattfindender 
Prozess während der Progression pharyngealer Plattenepithelkarzinome ist. Im Zusammen-
hang mit dem Grading zeigte sich eine erhöhte Lymphgefäßdichte mit zunehmender Ent-
differenzierung. Dies könnte auf eine verstärkte Sekretion lymphangiogener Wachstums-
faktoren zurückzuführen sein.  
Der Vergleich von Blut- und Lymphgefäßdichte zeigte keine Korrelation zwischen den 
Parametern. Angiogenese und Lymphangiogenese scheinen, trotz verwandter Wachstums-
faktoren, unabhängig regulierte Prozesse zu sein. Die Blutgefäßdichte erwies sich hinsicht-
lich der Vorhersage der nodalen Metastasierung, von untergeordneter Bedeutung.  
Es konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte peritumorale Lymphgefäßdichte mit der syn-
chronen nodalen Metastasierung in diesem Karzinom korreliert. Daraus kann geschluss-
folgert werden, dass über die vermehrte Bildung tumorassoziierter Lymphgefäße und der 
daraus folgenden Erweiterung des lymphatischen Fensters ein erhöhtes Metastasierungs-
potential resultiert.   
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